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1 Einleitung 
1.1 Harnblasenkarzinom 
1.1.1 Anatomie und Histologie der Harnblase 
Die menschliche Harnblase (Vesica urinaria) liegt beim Erwachsenen hinter der 
Symphyse auf dem Beckenboden und wird an der Oberseite von Bauchfell (Peritoneum 
parietale) bedeckt. Der durch die Nieren gebildete und konzentrierte Harn wird durch die 
beiden Harnleiter schubweise in die Harnblase abgeleitet, bevor er über die Harnröhre 
ausgeschieden wird. Abhängig vom Füllungszustand schwankt die Größe der Harn-
blase, wobei sie im Rahmen chronischer Abflussstörungen mehrere Liter Urin beinhalten 
kann.  
Der Blasenkörper (Corpus vesicae) bildet das Dach der Harnblase, der Blasengrund 
(Fundus vesicae) ist gegen den Beckenboden gerichtet. An der Hinterwand des Fundus 
münden die beiden Harnleiter. Die Einmündungsstellen bilden zusammen mit dem Ab-
gang der Harnröhre das sog. Blasendreieck (Trigonum vesicae). Die Schleimhautober-
fläche ist im Bereich des Trigonums glatt, während sie im Bereich des Korpus abhängig 
vom Füllungszustand mehr oder weniger gefaltet ist (Frick, Leonhardt, Starck, 1992) 
Die innerste Schicht der Blasenwand bildet das Übergangsepithel (Urothel oder Transi-
tionalzell-Epithel), welches das komplette harnableitende System auskleidet und mit den 
Bestandteilen des Urins in direktem Kontakt steht. Das Urothel ist ein mehrschichtiges 
Epithel, das zwischen zwei und sechs Schichten aufweisen kann. Alle Zellen inserieren 
an der Basallamina. Die basalen und mittleren Zellen (Basal- und Intermediärzellen) 
sind platt bis kubisch, die oberste Zellreihe besteht aus großen, oft zweikernigen Deck-
zellen, von denen sich jede schirmartig über mehrere Zellen der tieferen Reihen legt 
(Umbrella cells). Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Blasenwand ist der Musculus 
detrusor vesicae, der aus mehreren, parasympathisch innervierten Schichten glatter 
Muskulatur besteht und für die Kontraktion der Blase während des Wasserlassens zu-
ständig ist (Stevens, Lowe 1997). 
1.1.2 Epidemiologie 
Laut Robert-Koch-Institut erkrankten 2002 etwa 25950 Menschen in Deutschland an 
einer bösartigen Neubildung der Blase. Mehr als zwei Drittel der Betroffenen waren 
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Männer (Inzidenz: 18850 männliche, 7100 weibliche Patienten). Die Mortalität betrug 
2002 für Männer 3432 und für Frauen 2019, also insgesamt 5451 Personen. Das mittle-
re Erkrankungsalter liegt für Männer bei 70, für Frauen bei 73 Jahren (Bertz J et al., 
2006).  
Weltweit wurden im Jahr 2002 357000 Neuerkrankungen und 145000 Todesfälle re-
gistriert (Parkin et al., 2005) Auch hier zeigt sich, dass Männer zwei bis vier Mal so häu-
fig betroffen sind wie Frauen. Damit machen Krebserkrankungen der Harnblase bei 
Männern gut 8% (somit vierthäufigstes malignes Tumorleiden des Mannes), bei Frauen 
dagegen zwischen 2 und 3% aller bösartigen Tumoren aus. Aus bis jetzt noch unge-
klärten Gründen scheint auch die ethnische Zugehörigkeit eine Rolle in der Epidemiolo-
gie des Harnblasenkarzinoms zu spielen. So erkranken Afroamerikaner nur halb so oft 
wie Amerikaner mitteleuropäischer Herkunft (Kirkali et al., 2005). Auch genetische 
Faktoren scheinen auf die Tumorgenese Einfluss zu nehmen. 
1.1.3 Risikofaktoren  
Abgesehen vom Geschlecht und dem ethnischen Hintergrund spielen Umweltgifte eine 
außerordentlich wichtige Rolle bei der Entstehung des Urothelkarzinoms, da diese häu-
fig über den Harn ausgeschieden werden.  
Der häufigste Risikofaktor ist das Rauchen: Studien zufolge gehen 50-66% der Blasen-
karzinome bei Männern und 25% bei Frauen auf die Inhalation von Karzinogenen im 
Zigarettendunst zurück. Dabei scheinen sogenannte Schnellazetylierer unter den Rau-
chern seltener zu erkranken, da sie die im Rauch enthaltenen Karzinogene schneller in 
ungiftige Metabolite umwandeln (Marcus et al., 2000). Weiterhin sind bestimmte Poly-
morphismen der Zytochrom-p450-Enzyme und der Glutathion-S-Transferasen mit einer 
verlangsamten Detoxifikation assoziiert. (Cohen et al., 2000).  
 Die berufliche Exposition gegenüber aromatischen Aminen (insbesondere β-Naphthy-
lamin und Benzidin) spielt eine wichtige Rolle in etwa 25% aller Blasenkarzinome 
(Sadetzki et al., 2000). Mittlerweile wurden die meisten der gefährlichen Chemikalien 
aus den Arbeitsprozessen der chemischen Industrie und auch der Gummi-, Textil- und 
Lederverarbeitung entfernt oder spezielle Schutzmaßnahmen ergriffen. Wegen der La-
tenzzeiten von bis zu 40 Jahren kommen berufsbedingte Blasenkarzinome jedoch noch 
gelegentlich vor. Zwischen 1978 und 2003 wurden über 1200 Fälle von Harnblasenkar-
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zinom in Deutschland als Berufskrankheit anerkannt (Hauptverband der gewerblichen 
Berufsgenossenschaften, 2005). 
Risikofaktoren mit einer geringeren Bedeutung in Mitteleuropa sind chronische Infekte 
des harnableitenden Systems, Strahlentherapie, bestimmte Chemotherapeutika oder 
eine Infektion mit Schistosoma haematobium (Kirkali et al., 2005). 
1.1.4 Symptome und Diagnostik 
Typisches Symptom des Blasenkarzinoms ist die schmerzlose Hämaturie, sowie bei 
fortgeschrittenem Tumorleiden Obstruktion, Dysurie oder Beckenschmerzen. 
Neben der Anamnese und der klinischen Untersuchung (inklusive rektaler und vaginaler 
Palpation) stellen insbesondere die Sonografie, die Urografie, die Urinzytologie und die 
Zystoskopie geeignete diagnostische Verfahren dar. Besteht der Verdacht auf einen lo-
kal fortgeschrittenen Tumor, kann eine Computertomografie des Beckens als 
Entscheidungshilfe für das weitere Vorgehen dienen, eine Röntgenuntersuchung des 
Thorax ist zur Suche nach Fernmetastasen geeignet.  
In den letzten Jahren wurden Tests entwickelt, die karzinomspezifische Proteine im Urin 
nachweisen. Bei diesen Markern handelt es sich um das Blasentumorantigen, nukleäre 
Matrixproteine (NMP 22) und Fibrinabbauprodukte. Die Tests zeigen zwar gegenüber 
der Urinzytologie eine höhere Sensitivität, jedoch fehlt ihnen eine ausreichende Spezifi-
tät. Die Ergebnisse einer Metaanalyse fasst Abbildung 1 zusammen (Glas et al., 2003); 
der Nachweis von molekularen Markern ist derzeit im Rahmen einer Routineanwendung 
nicht empfehlenswert. 
Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose leiden 70-80% der Betroffenen an einem oberflächli-
chen Blasenkarzinom. Das Risiko eines Rezidivs nach TUR-B (transurethrale Resektion 
der Blase) liegt je nach Differenzierungsgrad der Tumorzellen zwischen 50 und 75%, 
das Risiko eines Progresses zu einem muskelinvasiven Tumor zwischen 2 und 50% 
(Pashos et al., 2002). 
Die Prognose bei Harnblasenkrebs hängt stark vom Grad der Ausbreitung ab. Wird der 
Tumor in einem lokal begrenzten Stadium entdeckt, liegt die 5-Jahres-Überlebensrate 
bei 72% für Frauen und für Männer bei 78%. Betrachtet man nur die 
invasiven Karzinome der Harnblase, sinken die relativen 5-Jahres-Überlebensraten 
deutlich ab. Für Männer liegen sie dann bei 57 % und für Frauen bei 53 %. Ist bereits 
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eine Absiedlung in Lymphknoten eingetreten, bestehen nur noch geringe Aussichten auf 
Heilung (Bertz J et al., 2006) 
 
 
 
Abbildung 1: Sensitivität und Spezifität verschiedener Tumormarker des BCAs. 
 Metaanalyse der diagnostischen Güte molekularer Tumormarker (Blasentumorantigene=BTA, 
BTA stat, BTA trak; nukleäres Matrixprotein22=NMP22; Telomerase)  im Urin im Vergleich zur 
Urinzytologie.  Quelle: Glas et al., 2003.  
 
1.1.5 Pathologische Klassifikation 
Das von den Transitionalzellen ausgehende Urothelkarzinom hat mit etwa 90% den 
größten Anteil an den Blasenkrebserkrankungen. Weitere seltene Tumortypen sind 
Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome und kleinzellige Karzinome. 
Staging: 
Die TNM-Klassifikation der Union Internationale Contre le Cancer von 2002 be-
rücksichtigt nicht nur die Ausdehnung des Primärtumors, sondern auch das Vorhanden-
sein von Lymphknoten- oder Fernmetastasen (s. Tabelle 1). 
Grading: 
Die Differenzierungsgrade der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 1973 für die 
Übergangszellkarzinome sind in Tabelle 2 dargestellt.  
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms. 
T - Primärtumor 
 
Tx  Primärtumor kann nicht beurteilt werden  
 
T0  Kein Anhalt für Primärtumor 
 
Ta  Nicht-invasives papilläres Karzinom 
 
Tis  Carcinoma in situ, flaches Wachstum 
 
T1  Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe 
 
T2  Tumor infiltriert Muskulatur 
 T2a Tumor infiltriert oberflächliche Muskulatur (innere Hälfte) 
 T2b Tumor infiltriert tiefere Muskulatur (äußere Hälfte) 
 
T3  Tumor infiltriert perivesikales Gewebe 
 T3a mikroskopisch 
 T3b makroskopisch (extravesikale Masse) 
 
T4  Tumor infiltriert Prostata, Uterus, Vagina, Beckenwand oder Bauchwand 
 T4a Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina 
 T4b Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand  
 
N – Regionäre Lymphknoten 
 
Nx  regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
 
N0  Kein Anhalt für regionäre Lymphknotenmetastasen 
 
N1  Metastase in solitärem Lymphknoten ≤ 2cm in größter Ausdehnung 
 
N2  Metastase in solitärem Lymphknoten > 2cm, aber ≤ 5cm in größter Aus-
dehnung oder multiple LK <5cm 
 
N3 Metastasen in Lymphknoten > 5cm in größter Ausdehnung 
 
M - Fernmetastasen 
 
Mx  Fernmetastasen können nicht beurteilt werden 
 
M0 Kein Anhalt für das Vorhandensein von Fernmetastasen 
 
M1  Fernmetastasen vorhanden 
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Tabelle 2: WHO-Grading des Harnblasenkarzinoms 1973. 
 
G1 - Geringster Grad zellulärer Anaplasie, die mit der Malignitätsdiagnose vereinbar 
        ist  
 
G2 - Grad der Anaplasie, der zwischen G1 und G3 liegt 
 
G3 - Schwerster Grad zellulärer Anaplasie 
 
 
2004 wurde von der WHO und der International Society of Urological Pathology (ISUP) 
eine neue Klassifikation der  nichtinvasiven  Urothelkarzinome vorgestellt (Sauter G, 
2004). Ziel dieser neuen Einteilung ist es, die Klassifikation des Urothelkarzinoms für 
alle beteiligten Pathologen, Urologen und Onkologen zu vereinfachen und zu 
vereinheitlichen. Bis zur Sicherung der Validität der neuen Einteilung durch klinische 
Studien wird empfohlen, beide Klassifikationen im Rahmen des Gradings anzugeben 
(Lopez-Beltran und Montironi, 2004) Die WHO/ISUP- Klassifikation unterscheidet 
zwischen papillären Urothelkarzinomen niedrigen malignen Potentiales (papillary 
urothelial neoplasms of low malignant potential, PUNLMP), sowie low- und high-grade-
Karzinomen (s.Tabelle 3). PUNLMP-Läsionen verfügen nicht über die zellulären 
Merkmale der Malignität, jedoch ordnen sich in ihnen die Urothelzellen in papillärer 
Formation an. Sie gelten als nicht sicher benigne und neigen zu Rezidiven.  
Tabelle 3: WHO/ISUP- Klassifikation des Harnblasenkarzinoms 2004 
 
Papilläres urotheliales Neoplasma mit niedrigem malignem Potential (PUNLMP) 
 
Papilläres Urothelkarzinom (low-grade) 
 
Papilläres Urothelkarzinom (high-grade) 
 
1.1.6 Therapie, Nachsorge und Prognose 
Bei oberflächlichen Neoplasien der Stadien Ta, T1 und Tis hat die transurethrale Re-
sektion (TUR) große therapeutische Bedeutung. Die einmalige adjuvante Instillation von 
Zytostatika in die Blase unmittelbar nach der TUR verhindert die Implantation flottieren-
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der Tumorzellen und verlängert die Progressionszeit. Die Indikation zur Instillati-
onstherapie wird in Abhängigkeit von der Tumorgröße und –differenzierung gestellt; sie 
ist insbesondere auch bei Rezidivtumoren gegeben. Zur intravesikalen Rezidivprophyla-
xe stehen Zytostatika (Doxorubicin, Mitomycin C) und der Immunmodulator BCG (Bacil-
lus Calmette-Guérin) zur Verfügung. Während bei Patienten mit niedrigem Progressi-
onsrisiko die Chemo- oder Immuntherapie als gleichwertig anzusehen ist, wird bei ho-
hem Progressionsrisiko (G3-Tumoren, Rezidivtumoren) die intravesikale Behandlung mit 
BCG vorgezogen.  
Neuere Studien haben gezeigt, dass im Falle von High-risk-Karzinomen im Stadium T1 
die Durchführung einer kombinierten Radiochemotherapie im Anschluss an eine TUR-
Blase eine weitere Therapiealternative darstellen kann (Weiss et al., 2006).  
Die Standardbehandlung organbegrenzter, muskelinvasiver Harnblasenkarzinome ist 
die radikale Zystektomie in Kombination mit einer pelvinen Lymphadenektomie. Die 
Lymphknotendissektion erstreckt sich auf die Fossa obturatoria und die externen iliaka-
len Gefäße. Das operative Vorgehen der radikalen Zystektomie beim Mann beinhaltet 
die Entfernung von Harnblase, Prostata und Samenblasen. Die Indikation zur Urethrek-
tomie ist bei positivem Harnröhrenabsetzungsrand oder Tumorbefall der Harnröhre ge-
geben. Die radikale Zystektomie bei der Frau beinhaltet die Entfernung von Harnblase, 
Uterus, Adnexen und vorderer Vaginalwand. In wenigen Fällen ist bei invasiven Blasen-
karzinomen eine transurethrale Tumorresektion oder eine Blasenteilresektion indiziert. 
Bei Patienten, die eine radikale Zystektomie ablehnen, aufgrund anderer Erkrankungen 
nicht für eine Operation geeignet sind oder deren Tumorleiden zu weit fortgeschritten ist, 
ist auch eine Bestrahlungstherapie möglich.  
Die systemische Chemotherapie wird häufig vor einer Zystektomie bei Tumoren der 
Stadien T2-T4a durchgeführt (neoadjuvante Therapie). Auch bei metastasierten Bla-
sentumoren erfolgt oftmals eine neoadjuvante Chemotherapie. Das am häufigsten ver-
wendete Therapieschema ist das Gemcitabine-Cisplatin-Schema. 
Insbesondere nach Zystektomie ist eine lebenslange Nachsorge notwendig. So sollten 
sich in den ersten zwei Jahren nach der Operation die Patienten alle drei Monate zur 
Untersuchung wieder vorstellen, im dritten und vierten Jahr alle sechs Monate und in 
den darauffolgenden Jahren jeweils einmal im Jahr.  
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Wichtige Prognosefaktoren sind Infiltrationstiefe, Differenzierungsgrad, Größe und Re-
zidivstatus des Tumors. Die 5-Jahres-Überlebensrate für Patienten mit pT2 Harnblasen-
karzinom beträgt etwa 90%. Bei die Blasenwand überschreitenden Tumoren (≥ pT3b) ist 
die Langzeitüberlebensrate erheblich eingeschränkt: Für Patienten mit lokal fortge-
schrittenen Tumoren ohne Lymphknotenbefall (pT3b, pN0, pM0) ist eine Heilungsrate 
von 60% zu erwarten; diese sinkt bei Lymphknotenbefall auf 20% (Goebell et al., 2006).  
1.2 Zellfreie DNA im Blut 
Zellfreie, im Plasma zirkulierende DNA (Desoxyribonukleinsäure) wurde erstmals vor 
etwa dreißig Jahren nachgewiesen (Leon et al., 1977). Es zeigte sich, dass diese frei 
zirkulierende DNA tumorspezifische genetische und epigenetische Veränderungen 
enthält. Zu diesen Veränderungen gehören Mutationen, Translokationen, 
Mikrosatelliten-Alterationen und CpG-Insel-Hypermethylierungen (Anker et al., 1999; Lo, 
2001). Es wird daher angenommen, das die frei zirkulierende DNA im Serum/Plasma 
zumindest teilweise aus Tumorzellen in die Blutbahn gelangt. Die genauen Ursachen 
hierfür sind unbekannt. Es wird vermutet, dass das Tumorwachstum zur Hypoxie in 
gefäßfernen Abschnitten des Tumors führt. Vermutlich kommt es zu Apoptose und/oder 
Nekrose von Tumorzellen, und in der Folge zur Freisetzung von DNA in die 
Blutzirkulation (Jahr et al., 2001). Im Blut werden frei zirkulierende DNA-Fragmente 
durch Desoxyribonukleasen abgebaut (Wang et al., 2003), so dass die im Serum 
zirkulierende DNA stark fragmentiert ist. Gelelektrophorese-Muster zeigen, dass im 
Serum/Plasma von Tumorpatienten insbesondere kleine DNA-Fragmente von ca. 100-
200bp Größe häufiger vorkommen als bei gesunden Kontrollprobanden. In beiden 
Gruppen wurden größere DNA-Fragmente in annähernd gleicher Menge detektiert. Die 
DNA-Intaktheit bezeichnet das Verhältnis zwischen großem und kleinem Fragment und 
ist also im Serum von Tumorpatienten vermindert (Wu et al., 2002).  
Neben diesen qualitativen Veränderungen der frei zirkulierenden DNA sind auch quan-
titative Unterschiede zwischen Tumorpatienten und Gesunden bzw. Patienten mit nicht-
malignen Erkrankungen nachweisbar: Patienten mit Tumorerkrankungen haben ca. 4-
10fach erhöhte Mengen freier DNA im Serum/Plasma (Wu et al., 2002).  
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1.3 DNA-Hypermethylierung 
DNA kann durch natürlich vorkommende chemische Reaktionen verändert werden, in-
dem eine Methylgruppe an das Ringsystem der Base Cytosin in C-5-Position kovalent 
gebunden wird. Da die DNA-Sequenz durch diese Alterationen bestehen bleibt, ist die 
DNA-Methylierung keine Mutation, sondern zählt zu den epigenetischen Veränderun-
gen. Bei Säugetieren tritt diese Modifikation nur an CpG-Dinukleotiden auf. Dieser Beg-
riff beschreibt eine aus zwei Nukleotiden bestehende Gensequenz, bei der eine Guanin-
base unmittelbar auf eine Cytosinbase folgt. Rein statistisch beträgt die Wahrscheinlich-
keit, eine solche Frequenz in einem DNA-Abschnitt zu finden etwa sechs Prozent, tat-
sächlich ist die Häufigkeit von CpG-Dinukleotiden jedoch wesentlich geringer. Hiervon 
ausgenommen sind der Promotorbereich und die ersten Exons eines Genes. Hier ent-
spricht die Anzahl der CpG-Dinukleotiden der zu erwartenden Häufigkeit oder übertrifft 
diese sogar. Diese Abschnitte werden als CpG-Inseln bezeichnet und sind charakteristi-
scherweise meist nicht methyliert. Im Gegensatz dazu sind die CpG-Nukleotide außer-
halb einer CpG-Insel meist methyliert (Robertson und Wolffe, 2000). 
Die DNA-Methylierung wird durch drei DNA-Methyltransferasen (DNMT 1, 3a und 3b) 
reguliert, indem die Methylgruppen von S-Adenosyl-Methionin (SAM) auf die DNA über-
tragen werden (s. Abbildung 2). Dabei ist die DNMT 1 vor allem für die Beibehaltung 
bereits vorhandener Methylierungsmuster nach der DNA-Replikation verantwortlich 
(Maintenance-Methyltransferasen). Der DNMT 3a und 3b wird eine De-novo-Me-
thylierungsfunktion zugeschrieben. Die beiden Isoenzyme bauen in der frühen Embryo-
nalentwicklung ein spezifisches Methylierungsmuster auf. Dieser Vorgang wird als ge-
nomisches Imprinting bezeichnet.  
Als Folge der Methylierung kommt es zu einer Veränderung der Packungsdichte der 
DNA, durch die die Transkription der DNA-Sequenz verhindert werden kann (epigeneti-
sches Silencing). Vermittelt wird dieser Vorgang durch Methylcytosin-bindende Proteine, 
die durch Interaktion mit Histon-modifizierenden Enzymen (z.B. Histondeacetylasen, 
Histon-Lysin-Methylasen) die Chromatinstruktur verändern (Herman und Baylin, 2003; 
Lachner et al., 2003).  
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Abbildung 2: Cytosin und 5-Methylcytosin. 
Die DNA-Methyl-Transferase (DNMT) überträgt einen Methylrest von S-Adenosyl-Methionin auf 
die C-5-Position einer Cytosinbase. 
 
1.3.1 Physiologische Bedeutung der DNA-Hypermethylierung 
Die DNA-Hypermethylierung hat physiologischerweise die Aufgabe, das Genom vor  
fremder DNA zu schützen. Die Methyltransferasen erstellen ein typisches Me-
thylierungsmuster und halten es auch nach Replikation von DNA-Strängen aufrecht. Re-
striktionsenzyme und andere Nukleasen erkennen fremde DNA, da sie ein anderes 
Methylierungsmuster enthält, entfernen und verdauen sie.  
Die Promotorhypermethylierung als Ursache der Transkriptionshemmung eines Gens 
kommt zum Einsatz im Rahmen des genomischen Imprintings. Dieses stellt ein Verer-
bungsprinzip dar, welches nicht den Mendelschen Gesetzen gehorcht. Durch diese epi-
genetische Prägung ist eines der zwei elterlichen Allele imprinteter Gene aktiv und das 
andere inaktiv. Diese elterlichen Prägungen werden in den frühen Keimzellen jedes 
Menschen gelöscht und wieder geschlechtsspezifisch etabliert - die epigenetische Ko-
dierung imprinteter Gene ist also reversibel. Sie kommt jedoch nur bei weniger als ei-
nem Prozent der menschlichen Gene vor.  
1.3.2 Hypermethylierung im Rahmen von Tumorerkrankungen  
Abweichende De-Novo-Methylierung von CpG-Inseln in Promotorbereichen regulatori-
scher Genabschnitte durch DNA-Methyltransferasen 3a/b ist ein Kennzeichen maligner 
Tumoren (s. Abbildung 3). Sie findet sich oft schon früh im Rahmen der Karzinogenese 
(Jones und Baylin, 2002). Dadurch kommt es häufig zur Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen und zu einem unkontrollierten Wachstum der auf diese Weise verän-
- 20 - Einleitung  
derten Zellen. Die Ursachen der aberranten CpG-Insel Hypermethylierung sind nicht 
bekannt.  
 
 
Abbildung 3: Promotorhypermethylierung in Karzinomzellen. 
In der gesunden Zelle ist das betrachtete Gen im Promotorbereich nicht methyliert und wird 
exprimiert. In einer Tumorzelle kommt es zur aberranten Hypermethylierung der CpG-Dinukleo-
tide im Promotorbereich. Dies führt zu einer verminderten Genexpression. 
 
Dem gegenüber steht eine generelle Hypomethylierung von CpG-Dinukleotiden außer-
halb von CpG-Inseln in vielen Tumorerkrankungen, deren Ursachen ebenfalls noch nicht 
geklärt sind (Esteller et al., 2001; Feinberg und Vogelstein, 1987). Diese führt zu einer 
Minderung der genetischen Stabilität und geht mit einer erhöhten Zahl an Mutationen 
einher. Weitere Effekte sind die Expression von Genen, die physiologischerweise ge-
hemmt sind (z.B. imprintete Gene) und die Destabilisierung von Chromosomen im peri-
zentromeren Bereich (Nakagawa et al., 2005).  
Im Gegensatz zu Mutationen sind DNA-Hypermethylierungen potentiell reversibel; dies 
ist eine Eigenschaft, die sich neuere Therapieansätze zunutze machen. Es wird ver-
sucht, die epigenetischen Veränderungen durch gezielten Medikamenteneinsatz rück-
gängig zu machen. Die Substanzen 5-Azacytidin und 5-Aza-2´-Desoxycytidin beispiels-
weise werden durch Kinasen metabolisiert und in die DNA eingebaut. Dort hemmen sie 
die DNMTs, wodurch zuvor inhibierte Gene wieder reaktiviert werden können (Issa et 
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al., 2004). Ein weiterer Wirkstoff ist das MG98, ein hemmendes Antisense-Oligonukleo-
tid der DNMT 1, welches sich bereits in Phase-II-Studien zur Behandlung des Nierenkar-
zinoms befindet (Winquist et al., 2006).  
1.4 Promotorhypermethylierung beim Blasenkarzinom 
Analog zu anderen Tumorerkrankungen wurden auch beim Blasenkarzinom verschie-
dene Tumorsuppressorgene auf ihren Methylierungsstatus hin untersucht. Die Tabelle 4 
gibt einen kurzen Überblick über die in der hier vorgelegten Studie betrachteten Gene. 
Weitere häufig untersuchte Genorte sind p16 (Chan et al., 2003; Valenzuela et al., 
2002), p14 (Dulaimi et al., 2004; Hoque et al., 2006) und RASSF1a (Catto et al., 2005; 
Chan et al., 2003). Jedes dieser Proteine ist ein Bestandteil der regulatorischer Signal-
wege der Karzinogenese und bei gesunden Probanden wenig oder gar nicht methyliert. 
Es wurde schon vielfach versucht, anhand der Höhe der Methylierung verbindliche Aus-
sagen über das TNM-Stadium oder die Prognose des Patienten zu machen. Die Ergeb-
nisse ließen in den meisten Fällen solche Schlussfolgerungen nicht zu (Friedrich et al., 
2004; Valenzuela et al., 2002). Nur wenige Arbeitsgruppen konnten einen Zusammen-
hang zwischen Grad der Methylierung und Invasivität oder Rezidivrate des Tumors fest-
stellen (Catto et al., 2005; Dominguez et al., 2002; Hoque et al., 2006).  
 
Tabelle 4: Methylierungsstatus einiger Gene beim Blasenkarzinom . 
Genort Autor, Jahr  Material Fallzahl (%) Methode 
GSTP1 (Dhawan et al., 2006) Tumorgewebe 104 (6,9) MSP 
 (Catto et al., 2005) Tumorgewebe 106 (0,0) MSP 
 (Hoque et al., 2006) Tumorgewebe 15 (47,0) QMSP 
 (Maruyama et al., 2001) Tumorgewebe 98 (11,0) MSP 
 (Gutierrez et al., 2004) Tumorgewebe 41 (3,0) MSP 
 (Chan et al., 2002) Tumorgewebe 98 (5,1) MSP 
 (Tada et al., 2002) Tumorgewebe 55 (13,0) MSP 
 (Yates et al., 2006) Urin 35 (3,0) QMSP 
 (Hoque et al., 2006) Urin 175 (43,0) QMSP 
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APC (Maruyama et al., 2001) Tumorgewebe 98 (35,0) MSP 
 (Gutierrez et al., 2004) Tumorgewebe 41 (26,0) MSP 
 (Hoque et al., 2006) Tumorgewebe 15 (73,0) qMSP 
 (Dulaimi et al., 2004) Tumorgewebe 45 (68,9) MSP 
 (Yates et al., 2006) Urin 35 (40,0) qMSP 
 (Dulaimi et al., 2004) Urin 45 (55,6) MSP 
DAPK (Catto et al., 2005) Tumorgewebe 106 (8,0) MSP 
 (Maruyama et al., 2001) Tumorgewebe 98 (4,0) MSP 
 (Neuhausen et al., 2006) Tumorgewebe 96 (29,0) MSP 
 (Gutierrez et al., 2004) Tumorgewebe 41 (58,0) MSP 
 (Chan et al., 2002) Tumorgewebe 98 (58,2) MSP 
 (Christoph et al., 2007) Tumorgewebe 34 (70,5) qMSP 
 (Tada et al., 2002) Tumorgewebe 55 (29,0) MSP 
 (Yates et al., 2006) Urin 35 (6,0) qMSP 
 (Friedrich et al., 2004) Urin 37 (22,0) qMSP 
 (Chan et al., 2002) Urin 22 (45,5) MSP 
Reprimo (Takahashi et al., 2005) Tumorgewebe 58 (19,0) MSP 
TIG1 (Tokumaru et al., 2003) Zelllinien 3 (0,0) MSP 
PTGS2 (Friedrich et al., 2005)  Tumorgewebe 105 (75,2) qMSP 
MSP: Methylierungssensitive PCR, qMSP: quantitative methylierungssensitive PCR; APC, 
adenomatosis polyposis coli; DAPK, Death-associated proteine kinase ; TIG1, tazarotene induced 
gene 1 ; PTGS2, prostaglandine synthetase 2 ; GSTP1, glutathione transferase class-pi 1 
 
Aberrante Promotorhypermethylierung freier DNA in Serum/Plasma wurde in verschie-
denen Tumorentitäten einschließlich des Blasenkarzinoms nachgewiesen (Dominguez 
et al., 2002; Esteller et al., 1999; Sanchez-Cespedes et al., 2000; Valenzuela et al., 
2002). Der präoperative Nachweis von Hypermethylierung in Serum-DNA war zudem in 
einigen Studien (Kolonkarzinom (Wallner et al., 2006), Mammakarzinom (Muller et al., 
2003), Zervixkarzinom (Widschwendter et al., 2004), Prostatakarzinom (Bastian et al., 
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2005b)) mit einer ungünstigen Prognose assoziiert und erlaubte einen Rückschluss auf 
den Therapieerfolg. 
1.5 Zielsetzung 
Der Zeitpunkt der Diagnosestellung ist von entscheidender Bedeutung für die Prognose 
des Blasenkarzinoms: Nur in einem frühen Stadium ist eine blasenerhaltende Therapie 
möglich. Die Therapie muskelinvasiver Blasenkarzinome macht eine Zystektomie not-
wendig. Dennoch ist die Prognose bei extravesikalen bzw. metastasierten Tumoren un-
günstig. Bisher zur Verfügung stehende diagnostische Tests haben eine eingeschränkte 
Sensitivität oder besitzen nur eine begrenzte prognostischen Aussagekraft.  
Frei zirkulierende DNA lässt sich regelhaft in Serum/Plasma detektieren. Dabei hat sich 
gezeigt, dass die Menge freier DNA bei Patienten mit unterschiedlichen Tumorentitäten 
im Vergleich zum Gesunden erhöht ist, während die Intaktheit der freien DNA-Frag-
mente vermindert ist. Darüber hinaus lassen sich in der freien DNA tumorspezifische 
Veränderungen nachweisen. Bislang wurden jedoch noch keine Untersuchungen zur 
Konzentration der freien DNA im Serum und ihrer Intaktheit bei Blasenkarzinompatien-
ten durchgeführt. In dieser Studie soll die diagnostische und prognostische Aussagekraft 
der Eigenschaften von freier DNA bei Blasenkarzinompatienten untersucht werden: 
1) Mit Hilfe einer Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR) sollen in dieser Studie 
die Konzentrationen von kleinen und großen DNA-Fragmenten im Serum von 45 
Blasenkarzinompatienten und 45 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie 
bestimmt werden. Aus dem Verhältnis von großen zu kleinen DNA-Fragmenten soll 
auf die DNA-Intaktheit geschlossen werden.  
2) Eine frühe und häufige Veränderung in der Karzinogenese des Blasenkarzinoms 
stellt die DNA-CpG-Insel-Hypermethylierung dar. Nach Behandlung der zellfreien 
DNA mit methylierungssensitiven Restriktionsenzymen soll eine Quantifizierung der 
hypermethylierten Serum DNA mit einer Real-Time-PCR durchgeführt werden. Bis-
herige Studien an Gewebeproben lassen vermuten, dass die Sensitivität eines dia-
gnostischen Tests durch eine Multigen-Analyse gesteigert werden kann. Es sollen 
daher die CGI-Hypermethylierung von sechs Kandidaten-Genen (APC, DAPK, 
GSTP1, PTGS2, Reprimo, TIG1) untersucht werden. 
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3) Mit Hilfe von Receiver-Operator-Curve-Analysen (ROC) sollen die diagnostischen 
Eigenschaften von DNA-Konzentration, DNA-Integrität und DNA-Hypermethylierung 
im Serum bestimmt werden. Es soll weiterhin überprüft werden, ob Veränderungen 
der freien Serum-DNA bei Tumorpatienten eine prognostische Bedeutung haben. 
Hierzu soll auf Korrelationen mit klinisch-pathologischen Parametern bzw. dem rezi-
divfreien/karzinomspezfischen Überleben getestet werden. 
Der Vorteil dieser Methode besteht vor allem in der nur wenig invasiven Gewinnung des 
Serums durch eine einfache Blutentnahme. Sollte es gelingen, anhand der erhobenen 
Daten nicht nur die Diagnose eines Urothelkarzinoms zu sichern, sondern auch Aussa-
gen bezüglich des Tumortyps, seiner Invasivität, Metastasierung oder Prognose zu tref-
fen, könnte dies langfristig zu einer Vereinfachung und Erleichterung der Diagnostik des 
Blasenkarzinoms führen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte 
8-Kanal-Pipette (1-10 µl) Biozym Scientific, Oldendorf, 
  Deutschland 
ABI Prism 7900 HT Sequence 
  Detection System 
Applied Biosystems, Foster City, 
   California, USA 
Analysenwaage BP 2100 S Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Gel Dokumentationsanlage mit 
   Kamera Classic Uno 
Intas, Göttingen, Deutschland 
Horizontalelektrophoresekammer 
   Sub-cell GT Basic 
Biorad Laboratories, Hercules, 
   California, USA 
Mikrozentrifuge Sigma 1-15 Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 
Multipette plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Spannungsquelle PowerPac 100 Biorad Laboratories, Hercules, California, 
  USA 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge Sigma 4-K15 Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 
Transferpette digital (1-10 µl, 2-20 µl, 
   10-100 µl, 20-200 µl) 
Brand, Wertheim, Deutschland 
UV-Photometer Ultraspec 3000 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
2.1.2 Labormaterialien 
Falcon Tubes (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
   Deutschland 
Monovette EDTA 9 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
PCR-Tubes (0,2 ml) ABGene, Epsom, England 
Pipettenspitzen (10 µl, 20 µl, 100 µl, Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
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     200 µl, 1000 µl) 
Safe-Lock Tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
S-Monovette Kanüle Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Thermo-Fast 384-Well-PCR Platten ABGene, Epsom, England 
Monovette Gel 9ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
2.1.3 Chemikalien 
Die nachfolgend genannten Chemikalien wurden in Analysequalität und im höchsten 
erhältlichen Reinheitsgrad erworben und nach den Herstellervorschriften gelagert.  
 
Deionisiertes Wasser aus 
  Reinstwassersystemanlage  
  Milli-Q biocel 
Millipore, Molsheim, Frankreich 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser Ambicon, Austin, Texas, USA 
DNA Längenstandard 10 bp Invitrogen, Paisley, England 
Ethanol absolut VWR, Darmstadt, Deutschland 
Ethylendinitrilotetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 
Fluoreszenzfarbstoff GelStar  Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCL) Fluka, Buchs, Schweiz 
Ultrapure 10xTBE-Buffer Invitrogen, Paisley, England 
2.1.4 Kits 
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
QIAamp Ultra Sens Virus  Qiagen, Hilden, Deutschland 
SYBR GreenER PCR Master Mix Invitrogen, Paisley, Schottland 
GenomePhi DNA Amplification Kit  GE Healthcare, München, Deutschland 
2.1.5 Enzyme  
SssI CpG Methylase NEB, Frankfurt, Deutschland 
HpaII NEB, Frankfurt, Deutschland 
HinP1 I NEB, Frankfurt, Deutschland 
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2.1.6 Primer  
Alle Primersequenzen wurden von der Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland, im 
Reinheitsgrad „desalted“ bezogen. Sie wurden in 1mM Tris-HCl gelöst, aliquotiert und 
bei –20°C gelagert.  
Die Primer wurden aus den Ensembl Human Gene View-Einträgen abgeleitet ( APC: 
ENSG00000134982, DAPK: ENSG000000196730, GSTP1: ENSG00000084207, 
PTGS2:ENSG00000073750, Reprimo: ENSG00000177519, TIG1: ENSG00000099917) 
mit Hilfe des Programms Primer 3 abgeleitet (s. Tabelle 5).  
 
Tabelle 5: Primersequenzen der untersuchten Gene. 
5´- Primersequenz - 3´ 
 
APC  Forward  GGAGAGAGAAGCAGCTGTGTAAT 
  Reverse  CAGCCACATGTCGGTAC 
 
DAPK  Forward  GGGCAGCTTAGCAATGTGTC 
  Reverse   TCTACCGCGCACACCCC 
 
GSTP1 Forward  TCTACCGCGCACACCCC 
  Reverse  ACTCACTGGTGGCGAAGACT 
 
PTGS2 Forward  GGAGAGGAAGCCAAGTGTCC 
  Reverse   GGTTTCCGCCAGATGTCTTT 
 
TIG1  Forward  GGCGCTTCACTTCTTCAACT 
  Reverse  CTCGGCCAGCACTCGTAG 
 
Reprimo Forward  GCGCTAGTCTGCGAGTGAG 
  Reverse  CGCGCATTATGTACAGGCTA 
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2.1.7 Software  
Microsoft Office 2000 Microsoft, Seattle, USA 
Primer Express 2.0 Applied Biosystems, Foster City, California, USA 
SDS Software Version 2.1 Applied Biosystems, Foster City, California, USA 
Statistical package of social  
science (SPSS) Version 11.5 
SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA 
2.1.8 Probenmaterial 
Die Serumproben stammten von 45 Patienten mit nachgewiesenem Blasenkarzinom, 
die sich zwischen 1996 und 2007 in der Klinik und Poliklinik für Urologie der Universi-
tätskliniken einer radikalen Zystektomie unterzogen. 32 der Patienten litten an einem 
Urothelkarzinom (TCC), 3 an einem Plattenepithelkarzinom (SCC) und 10 an einem 
Urothelkarzinom in Kombination mit einem Prostatakarzinom (PCA, s. Tabelle 6). Die 
Kontrollgruppe bestand aus 45 Patienten mit bekannter benigner Prostatahyperplasie 
(BPH), bei denen eine transurethrale Resektion der Prostata (TUR-P) durchgeführt 
wurde. Ein mögliches begleitendes Urothelkarzinom wurde durch die im Rahmen der 
TUR-P durchgeführte Zystoskopie ausgeschlossen. Die histologische Aufarbeitung des 
in der TUR-P entfernten Gewebes konnte ein koinzidentes Prostatakarzinom mit hoher 
Wahrscheinlichkeit ausschließen.  
Bereits existierende Studien verglichen die Menge frei im Blut zirkulierender DNA in Ab-
hängigkeit vom Geschlecht und vom Alter der Probanden. Die Ergebnisse scheinen 
darauf hinzuweisen, dass keine signifikanten Unterschiede bezüglich der DNA-Konzent-
ration bestehen (Zhong et al., 2007) 
Das Blut wurde jeweils unmittelbar präoperativ gewonnen und in Serum S-Monovetten 
mit Gerinnungsaktivator und Gel (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) gelagert. Nach 
mindestens 60 Minuten Lagerung wurden die Proben für 10 Minuten bei 1800g zentrifu-
giert. Danach wurde das Serum isoliert und bei –80° gelagert.  
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Tabelle 6: Klinisch-pathologische Parameter der Patienten . 
  
TCC  
n=32 (%)  
TCC + PCA 
n=10 (%) 
SCC 
n=3 (%) 
BPH 
n=45 (%) 
Alter         
 Median 66,5 72,0 61,0 69,0 
 Mittelwert 64,6 70,5 54,67 68,4 
 Spannweite 40-86 58-85 40-63 55-83 
Geschlecht               
 Männlich 26 (81,2) 10 (100) 2 (66,6)   
 Weiblich 6 (18,8) 0 (0,0) 1 (33,3)   
Urinzytologie               
 Positiv 1 (3,1) 3 (33,3) 0 (0,0)   
 Negativ 11 (34,4) 0 (0,0) 1 (33,3)   
 Nicht durchgeführt 20 (93,8) 7 (66,7) 2 (66,7)   
Grading (BCA)               
 G1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)   
 G2 7 (21,9) 1 (10,0) 2 (66,7)   
 G3 25 (78,1) 9 (90,0) 1 (33,3)   
Begleitende Cis-Läsion 8 (25,0) 2 (20,0) 0 (0,0)  
Stadium (BCA)               
 pT0 1 (3,1) 0 (0,0) 0 (0,0)   
 pT1 9 (28,1) 2 (20,0) 0 (0,0)   
 pT2 5 (15,6) 1 (10,0) 0 (0,0)   
 pT3 12 (37,5) 4 (40,0) 3 (100)   
 pT4 5 (15,6) 3 (30,0) 0 (0,0)   
Multifokalität 10 (31,3) 1 (10,0) 1 (33,3)   
Lymphangiose 8 (25,0) 5 (50,0) 0 (0,0)   
Hämangiose 6 (18,8) 2 (20,0) 0 (0,0)   
Lymphknotenbefall 7 (21,9) 5 (50,0) 0 (0,0)   
Positiver Schnittrand 6 (18,8) 2 (20,0) 1 (33,3)   
Stadium (PCA)              
  pT2   10 (100)     
Gleason score (PCA)               
 3     4 (40,0)       
 4     2 (20,0)       
  5     3 (30,0)       
  6     1 (10,0)       
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Erklärung zu Tabelle 6: TCC=Urothelkarzinom; SCC=Plattenepithelkarzinom; 
PCA=Prostatakarzinom, BCA= Blasenkarzinom, BPH= benigne Prostatahyperplasie. 
 
Es wurde bereits gezeigt, dass sich in Serumproben eine sechsfach höhere Menge frei 
zirkulierender DNA nachweisen lässt als in Plasmaproben und dass sich dieser Unter-
schied nicht durch Verunreinigungen erklären lässt (Umetani et al., 2006b). Daher diente 
in dieser Studie Serum als Probenmaterial, da die höheren Konzentrationen vermutlich 
eine genauere Quantifizierung der zellfreien DNA-Mengen und auch der Tumor-DNA 
ermöglichen. 
Die durchgeführten Studien wurden auf Grundlage der revidierten Deklaration von Hel-
sinki des Weltärztebundes von 1983 und den geltenden gesetzlichen Vorgaben durch-
geführt. Die Ethikkommission der Universität Bonn erteilte die Genehmigung zu dieser 
Studie. Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverständnis zu den Untersuchungen.  
 
2.2 Methoden  
2.2.1 DNA-Isolation  
Die frei zirkulierende DNA im Patientenserum wurde mittels des QIAamp Ultrasens Virus 
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert und konzentriert. Dazu wurden zunächst 2ml 
des Serums mit AC-Puffer versetzt. Bestandteile des AC-Puffers bilden Komplexe mit 
den Nukleinsäuren der DNA, die sich nach Zentrifugation als Pellet absetzen. Nach 
Entfernung des Überstandes wurde das Pellet mittels Hinzugabe von AR-Puffer und 
Proteinase K resuspendiert und für 10 Minuten bei 40°C inkubiert. Die Proteinase K ist 
eine Serinprotease, die verunreinigende Proteine und auch DNAsen zersetzt. Für die 
DNA-Konzentrierung wurde das Lysat mit AB-Puffer versetzt und auf die QIAamp Spin 
Säule aufgetragen. Während der darauf folgenden Zentrifugation konnte die DNA selek-
tiv an die QIAamp-Membran binden. In mehreren Waschschritten wurden die verbliebe-
nen Verunreinigungen entfernt und die DNA in AVE-Puffer gelöst.  
Die so gewonnenen Proben wurden bei –80°C gelagert.  
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2.2.2 Kontrollproben 
Zur Herstellung von methylierten und unmethylierten Kontrollproben wurde einem ge-
sundem Freiwilligen 9 ml Blut in einem EDTA-Röhrchen entnommen und bei 1900g für 
20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Leukozytenfraktion wurde entnommen und ihre 
DNA mit dem Qiagen DNA Mini Kit isoliert.  
Zur Herstellung einer unmethylierten Negativkontrolle wurden 10ng der isolierten DNA 
mit dem GenomiPhi Amplification Kit (Amersham Bioscience, Freiberg, Deutschland) 
behandelt. Dieses enthält DNA-Polymerasen und unspezifische Primer, jedoch keine 
Methyltransferasen oder Methyldonatoren. Die so vorbereitete DNA wurde mittels zweier 
im Anschluss durchgeführter PCRs zwar amplifiziert, aber aufgrund des fehlenden Me-
thylcytosins im Reaktionsmix ist die komplette DNA unmethyliert.  
Weitere 2µg der Leukozyten-DNA wurden mit 10 U des Enzyms SssI-CpG-Methylase 
und dem Methylgruppendonator S-Adenosyl-Methionin (SAM) für 60 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurde das Enzym bei 56°C inaktiviert und die DNA mit Hilfe des 
QiaQuick PCR Purification Kit aufgereinigt. Diese an den CpG-Dinukleotiden universell 
methylierte DNA diente als Positivkontrolle. 
 
2.2.3 Restriktionsenzymbehandlung 
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche DNA innerhalb einer bestimmten Se-
quenz schneiden können. Dabei erkennt jedes Restriktionsenzym eine spezifische Ba-
sensequenz. Methylierungssensitive Restriktionsenzyme schneiden jedoch nur dort, wo 
keine Methylierung der Cytosin-Basen vorhanden ist.  
In dieser Studie werden die beiden Endonukleasen HpaII und HinP1I eingesetzt. Sie 
schneiden DNA-Bruchstücke charakteristischerweise an CCGG- (HpaII) und an GCGC- 
(HinP1I) Sequenzen, sofern die Cytosine in nicht-methylierter Form vorliegen (s.  
Abbildung 4).  
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Sequenz  
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Funktionsweise der Restriktionsenzyme Hpall und HinP1l. 
Die Restriktionsendonukleasen Hpall und HinP1I arbeiten methylierungsspezifisch. Sie schneiden 
DNA nur innerhalb bestimmter DNA-Sequenzen (links). Falls diese Erkennungssequenzen Me-
thylierungen aufweisen, wird die Enzymaktivität blockiert (rechts). 
 
Für die Restriktionsenzymbehandlung wurden 20µl des aus dem Serum gewonnenen 
DNA-Eluates mit 50 U Hpall und 50 U HinP1l versetzt, in NEBuffer 1 gelöst und durch 
DEPC-Wasser zu einem Gesamtvolumen von 50µl ergänzt. Danach wurden die Proben 
für 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von je weiteren 10 U 
HpaII und HinP1I, um eine vollständige Fragmentierung unmethylierter Sequenzen zu 
gewährleisten. Nach Inkubation für weitere 12 Stunden wurden die Enzyme durch Erhit-
zung auf 65°C für 20 Minuten inaktiviert. Auf gleiche Weise wurde mit jeweils 500ng der 
Positiv- und Negativkontrolle verfahren. Abschließend wurden die Proben aliquotiert und 
bei –20°C gelagert.  
2.2.4 Primerdesign 
Um die CpG-Insel-Hypermethylierung im Promotorbereich der Kandidatengene zu de-
tektieren, wurden Primersequenzen entworfen, die mindestens eine Erkennungsse-
quenz der Restriktionsendonukleasen umgeben. Das Primerdesign erfolgte unter Zuhil-
fenahme der Software Primer 3 (Rozen S und Skaletzky H, 2000). In Abbildung 5 sind 
die Ausschnitte aus der Promotorregion der untersuchten Gene inklusive der Erken-
nungssequenzen der Restriktionsendonukleasen und der Primerbindungsstellen darge-
stellt. 
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Abbildung 5: Sequenzen der Promotorregion der untersuchten Gene. 
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 ▲ bezeichnet die Erkennungssequenz der Endonuklease HpaII, ▲ bezeichnet die 
Erkennungssequenz der Endonuklease Hinp1I;. >>> Bindungsstelle Forward Primer;  <<< 
Bindungsstelle Reverse Primer  
 
2.2.5 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
Die PCR stellt ein Verfahren zur Amplifikation einer definierten DNA-Sequenz dar.  
Hierzu werden Primer erstellt, die die Zielsequenz festlegen, indem sie sich ihr zu bei-
den Seiten anlagern. Die zu amplifizierenden DNA-Proben werden mit einer hitzesta-
bilen DNA-Polymerase versetzt, um die festgelegten Sequenzen zu replizieren. Außer-
dem müssen Desoxynukleotidtriphosphate hinzugefügt werden, da sie die Bausteine für 
die neu synthetisierten DNA-Stränge darstellen.  
Eine PCR umfasst gewöhnlich 25-50 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Einzelschritten 
besteht: Zunächst wird die doppelsträngige DNA erhitzt, um die Stränge zu trennen 
(Denaturierung). Nach der Trennung der Stränge wird die Temperatur gesenkt, so dass 
die Primer sich an die DNA-Einzelstränge anlagern können (Annealing). Schließlich 
synthetisiert die DNA-Polymerase einen komplementären DNA-Strang an die Matrize 
(Elongation).  
Bei einer quantitativen Real-Time-PCR entsteht durch einen Fluoreszenzfarbstoff ein 
Signal, dessen Intensität mit der DNA-Menge korreliert. Zur Detektion wurde in dieser 
Studie der interkalierende DNA-Farbstoff SYBR Green verwendet, dessen Fluoreszenz 
nach Einlagerung in doppelsträngige DNA zunimmt. Auf diese Weise wurde nach jedem 
Zyklus die DNA-Menge gemessen. Die Verwendung des Farbstoffes SYBR Green er-
möglicht die Durchführung einer Schmelzpunktanalyse, mit der die Echtheit eines PCR- 
Produkts überprüft werden kann. Durch kontinuierliche, langsame Erhöhung der Tempe-
ratur wird das doppelsträngige PCR-Produkt aufgeschmolzen. Bei einer für das Frag-
ment spezifischen Schmelztemperatur zerfällt der Doppelstrang wieder in zwei Einzel-
stränge. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Fluoreszenzabnahme 
registriert. 
Ein exponentieller und daher quantifizierbarer Anstieg der Fluoreszenz findet sich in der 
linearen Amplifikationsphase. Der CT-Wert (Cycle Threshold = "Schwellenwert-Zyklus") 
beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hinter-
grund-Fluoreszenz ansteigt (Abbildung 6). Die Quantifizierung der DNA in einer Probe 
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ist mit Hilfe einer Standardkurve möglich (Abbildung 7). Hierbei wird aus einer Probe mit 
bekannter Kopienzahl eine Verdünnungsreihe hergestellt, und diese amplifiziert. Durch 
Auftragen der Ausgangsmenge der bekannten Probe gegen den CT-Wert kann mit der 
Geradengleichung für jede unbekannte Probe die Kopienzahl bestimmt werden. 
 
Abbildung 6: Amplifikationskurve.  
Die Fluoreszenz wird gegen die Anzahl der Zyklen aufgetragen. Der ct-Wert (Cycle Threshold = 
"Schwellenwert-Zyklus") beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über 
die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. 
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Abbildung 7: Standardkurve.  
Zur Errechnung der Standardkurve wird der ct-Wert gegen die Konzentration einer bekannten 
Probe aufgetragen. Hieraus kann für jede unbekannte Probe die eingesetzte Kopienzahl berech-
net werden.  
 
Die PCR wurde auf einem ABIPrism 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA) mit einem Probenvolumen von je 10µl in 384 Well-Platten durchgeführt. Es er-
folgte jeweils eine Dreifachbestimmung. Ein Reaktionsansatz bestand aus 1µl der DNA-
Probe, je 200nM Forward und Reverse Primer und 1xSYBR GreenER Master Mix (In-
vitrogen). In jedem Experiment wurde neben Standards zur Ermittlung der Standard-
kurve eine Positiv-, eine Negativ- und eine „No template control“ untersucht. Es wurde 
folgendes PCR-Protokoll angewandt: 
1. Hotstart: 95°C für 10 min 
2. 40 Zyklen: 
i. Denaturierung: 95°C für 15s 
ii. Annealing/Elongation: 60°C für 60s  
3. Schmelzkurvenanalyse  
Im Rahmen der Enzymbehandlung wurden nicht-methylierte DNA-Doppelstränge im 
Bereich der Erkennungssequenzen von den Restriktionsendonukleasen geschnitten, 
während methylierte Sequenzen intakt blieben. Während der PCR konnten daher nur 
die methylierten DNA-Stränge amplifiziert werden.  
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2.2.6 Gelelektrophorese 
Um DNA-Fragmente nach ihrer Größe aufzutrennen und sichtbar zu machen wurden 
diese auf ein 3%iges Agarosegel aufgebracht und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Gelstar 
(Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland) sichtbar gemacht. Die Agarose wurde in 1x 
TBE aufgekocht und in einen horizontalen Gelgießstand gegossen. Nach Erkalten des 
Gels wurden in die vorgeformten Vertiefungen 15µl der Probe, sowie 1x DNA-Ladepuffer 
und 1x Gelstar zugegeben. Die Elektrophorese wurde bei 100V durchgeführt, nach 60-
90 Minuten wurden die Produkte unter einer UV-Lampe sichtbar gemacht und photo-
graphiert.  
Abbildung 8 zeigt exemplarisch, dass die Primer über einen großen Bereich eine lineare 
Amplifikation der DNA ermöglichen. Die Schmelzkurvenanalyse und die Auftrennung der 
PCR Produkte mittels Gelelektrophorese zeigt, dass es sich um die erwarteten, spezifi-
sche Produkte handelt. 
 
Abbildung 8: Polymeryse-Kettenreaktion der PTGS2 und Reprimo DNA Fragmente.  
Links: Standardkurve; Mitte: Schmelzkurve; Rechts: Gelelektrophorese. Oben PTGS2, Unten: 
Reprimo PCR.  
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2.2.7 Quantifizierung der zellfreien DNA und ihrer Methylierung 
Die in den Proben enthaltene DNA-Konzentration wurde automatisch mittels der Soft-
ware SDS 2.2 unter Zuhilfenahme der Standardkurve bestimmt. Hierbei wurde die DNA-
Menge der enzymbehandelten (=methylierten) und der nicht enzymbehandelten 
(=Gesamt-DNA) Proben errechnet. Die Methylierungsratio (methylation ratio) wurde als 
das Verhältnis von methylierter zur Gesamt-DNA festgelegt. Eine Methylierungsratio von 
0 bedeutet hierbei, dass keine methylierten Kopien des betrachteten Genabschnittes in 
der zellfreien DNA nachweisbar waren. Eine vollständige Methylierung zellfreier DNA in 
der Probe zeigt eine Methylierungsratio von 1 an. Sie stellt damit ein Maß für den Anteil 
der Tumor-DNA an der gesamten freien DNA dar.  
Frühere Studien haben gezeigt, dass insbesondere kleinere Fragmente zellfreier DNA 
im Serum von Tumorpatienten vermehrt nachweisbar sind (Jahr et al., 2001; Wu et al., 
2002). Dies ist als Hinweis auf einen apoptotischen Ursprung der DNA (<200bp) zu wer-
ten. Es wurde daher der Apoptoseindex definiert. Er bezeichnet das Verhältnis 
kleinfragmentärer (PTGS2, 124bp) zu großfragmentärer (Reprimo, 271bp) freier DNA. 
Die Wahrscheinlichkeit, ein Fragment einer bestimmten Größe mit Hilfe der oben ge-
nannten Primerpaare zu detektieren, wird in Abbildung 9 dargestellt. 
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Abbildung 9: Relative Effizienz der Detektion unterschiedlicher DNA-Fragmente.   
Die Abbildung zeigt die Effizienz, mit der ein Fragment einer bestimmten DNA-Größe in Ab-
hängigkeit von der PCR-Produktgröße detektiert wird. DNA apoptotischen Ursprungs ist etwa 
200bp groß, während DNA anderer Herkunft deutlich größer ist. Durch Amplifikation der unter-
schiedlich großen PCR-Produkte (124bp=PTGS2, 271bp=Reprimo) kann auf die Herkunft der 
DNA zurückgeschlossen werden. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. 
 
Im Rahmen einer Studie an Patienten mit Prostatakarzinom (Ellinger et al., 2007) wurde 
festgestellt, dass aus Tumorzellen stammende DNA-Fragmente ähnlicher Größe in 
annähernd gleicher Kopienzahl im peripheren Blut nachweisbar sind (Abbildung 10). Die 
Konzentration der kleinen Fragmente freier DNA scheint also ein Maß für die 
Konzentration der gesamten freien DNA im Blut zu sein.  
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Abbildung 10: Konzentrationen kleinfragmentärer freier DNA im Blut.  
GSTP1 (134bp) und PTGS2 (124bp) sind annähernd gleich groß. Die freie DNA wurde aus Pro-
ben von Prostatakarzinom-Patienten gewonnen und mittels einer PCR amplifiziert. Die jeweiligen 
Konzentrationen der beiden betrachteten Fragmente wurden gegeneinander aufgetragen und zei-
gen einen lineare Zusammenhang. Hiieraus lässt sich schließen, dass DNA-Fragmente gleicher 
Größe im peripheren Blut in gleicher Menge nachzuweisen sind.  
 
2.2.8 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Version 11.5. Alle Tests wurden zwei-
seitig durchgeführt und ein Signifikanzniveau von p<0,05 definiert.  
Zunächst wurden die Proben von Tumor- und von BPH-Patienten auf Unterschiede in 
der Konzentration freier DNA, Methylierungsratio und Apoptoseindex untersucht. Der 
Mann-Whitney-Test diente zur Überprüfung der Signifikanz der Übereinstimmung der 
beiden jeweils untersuchten Gruppen.  
Um festzustellen, welcher Cut-off-Wert eine bessere Unterscheidung zwischen Blasen-
karzinom- und BPH-Patienten ermöglicht, wurden Receiver-Operator-Curve (ROC)- 
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Analysen durchgeführt. Hierbei wurde jeder Messwert als Cut-off untersucht und die re-
sultierende Sensitivität und Spezifität berechnet. Der Begriff Sensitivität beschreibt die 
Wahrscheinlichkeit, das Krebsleiden durch ein positives Testergebnis korrekt zu erken-
nen. Unter Spezifität versteht man die Wahrscheinlichkeit, einen gesunden Patienten 
auch durch ein negatives Testergebnis zu detektieren. Als optimaler Cut-off-Wert wurde 
ein Messwert festgelegt, bei dem die Summe aus Sensitivität und Spezifität – repräsen-
tiert durch die Fläche unter der Kurve (AUC) - maximal ist. Je mehr diese gegen den 
Wert 1 strebt, desto höher ist die diagnostische Güte des Tests. 
Die Eigenschaften Methylierung, Konzentration freier DNA und Apoptoseindex wurden 
mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests in verschiedenen Gruppen von Probanden unter-
sucht. Hierbei wurden die Patienten mit Urothelkarzinom mit denen verglichen, die zu-
sätzlich an einem Prostatakarzinom litten. Drei der in der Studie untersuchten Proben 
stammten von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Blase. Mit ihnen konnte 
aufgrund der geringen Fallzahl kein aussagekräftiger Vergleich angestellt werden.  
Schließlich wurde untersucht, ob die DNA-Konzentration, ihre Methylierung und der 
Apoptoseindex mit den erhobenen klinisch-pathologischen Parametern korrelierten 
(Mann-Whitney-, Kruskal-Wallis-, Chi-Quadrat-Test). Mit Hilfe des univariaten Cox-pro-
portional-hazard-Modells wurde der Einfluss auf die Rezidivfreiheit/ das Überleben der 
Probanden getestet. Zusätzlich wurden Kaplan-Meier-Analysen zur Erstellung von 
Überlebenskurven durchgeführt.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Nachweis zellfreier DNA-Fragmente im Serum 
Stellvertretend für ein kurzes und ein langes frei zirkulierendes DNA-Fragment wurden 
aus den Proben die Konzentrationen von PTGS2 (124bp) und Reprimo (271bp) mit Hilfe 
einer quantitativen PCR ermittelt.  
Es zeigte sich eine signifikante Erhöhung der Konzentration freier PTGS2-Fragmente im 
Serum der Tumorpatienten verglichen mit BPH-Patienten (p<0,001). Im Median lag die 
Konzentration bei 68,9ng/ml gegenüber 10,6ng/ml. Auch die Konzentration der Reprimo-
DNA war bei den Tumorpatienten oberhalb des Signifikanzniveaus erhöht (p=0,041). 
Hier fand sich eine mediane Konzentration von 16,9ng/ml gegenüber 6.5ng/ml bei den 
BPH-Patienten.  
Es wird ersichtlich, dass der Anstieg der PTGS2-Konzentration und damit kleinfrag-
mentärer DNA im Serum von Tumorpatienten größer ist als der von großfragmentärer 
DNA. Daher kann von einem vorwiegend apoptotischen Ursprung der frei zirkulierenden 
DNA, repräsentiert durch PTGS2, ausgegangen werden. Nur kleinere Mengen zellfreier 
DNA stammen aus nekrotischen Zelluntergängen und spiegeln sich in der Konzentration 
freier Reprimo-DNA-Fragmente wider.  
In einem weiteren Schritt wurden die Konzentrationen freier DNA-Fragmente von Pati-
enten mit Urothelkarzinom und solchen, die zusätzlich an einem koinzidenten Prostata-
karzinom litten, verglichen. Innerhalb beider Gruppen zeigten sich ähnliche Konzentrati-
onen von PTGS2-DNA (p=0,790). In den Proben der Patienten mit Urothelkarzinom 
konnte eine leicht verminderte Konzentration von Reprimo-DNA nachgewiesen werden. 
Allerdings erreichten diese Unterschiede nicht das Signifikanzniveau (p=0,051). Die 
Gruppe der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen konnte wegen ihrer kleinen Fallzahl 
(n=3) nicht mit den anderen Untergruppen verglichen werden. Die Daten implizieren je-
doch auch hier einen Anstieg der Konzentration freier PTGS2-Fragmente gegenüber 
BPH-Serumproben. Die Konzentration freier Reprimo-DNA scheint sich jedoch nicht von 
der der BPH-Proben zu unterscheiden (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Konzentrationen freier DNA im Serum der Probanden.  
PTGS2 steht stellvertretend für ein kurzes (A) und Reprimo für ein langes (B) Fragment freier 
DNA im Serum. TCC=Urothelkarzinom; SCC=Plattenepithelkarzinom; PCA=Prostatakarzinom, 
BCA= Blasenkarzinom,  BPH= benigne Prostatahyperplasie. 
 
3.2 Berechnung des Apoptoseindex 
Der Apoptoseindex bezeichnet das Verhältnis von kleinfragmentärer (PTGS2) zu 
großfragmentärer (Reprimo) freier DNA. Aus den Proben der Karzinom-Patienten ließ 
sich ein signifikant höherer Apoptoseindex errechnen als aus den Vergleichsproben der  
BPH-Patienten (p<0,001). Im Median lag der Apoptoseindex aller Karzinom-Patienten 
bei 3,94 gegenüber 1,60. Ein noch höherer Wert wurde aus den Proben der Patienten 
ermittelt, die sowohl an einem Urothelkarzinom als auch an einem Prostatakarzinom 
litten (p=0,010). Hier betrug der Apoptoseindex im Median 8,89. Auch hier wurde eine 
Subgruppen-Analyse der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen aufgrund der geringen 
Fallzahl nicht durchgeführt.  
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Abbildung 12: Apoptose-Indices der verschiedenen Probandengruppen.  
TCC=Urothelkarzinom; SCC=Plattenepithelkarzinom; PCA=Prostatakarzinom, BCA= 
Blasenkarzinom, BPH= benigne Prostatahyperplasie. 
 
3.3 DNA-Methylierung 
Mittels quantitativer methylierungssensitiver PCR wurde die Methylierung der Promotor-
CpG-Inseln von APC, DAKP, GSTP1, PTGS2, TIG1 und Reprimo untersucht. Abbildung 
13 und soll einen Überblick über den Methylierungsstatus der untersuchten freien DNA 
geben. Innerhalb der Gruppe der Blasenkarzinom-Patienten konnte CpG-Insel-Hyper-
methylierung in APC (59,5%), GSTP1 (59,1%), TIG1 (31,8%), PTGS2 (24,4%) und 
DAPK (2,4%) nachgewiesen werden, wohingegen keine Methylierung von Reprimo de-
tektiert wurde.  
Im Vergleich zwischen Patienten mit Urothelkarzinom, Plattenepithelkarzinom und sol-
chen mit einem zusätzlichen PCA konnten ähnliche Methylierungslevel festgestellt wer-
den (p=0,367-1,000). Auch in den Proben der Patienten mit einem Plattenepithelkarzi-
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nom der Blase zeigte sich eine CpG-Insel-Hypermethylierung. Drei der untersuchten 
BPH-Proben (6,8%) waren an GSTP1 ebenfalls hypermethyliert. 
 
Abbildung 13: Methylierungsstatus der untersuchten Genorte.  
A: Resultate der Karzinompatienten, B: Resultate der BPH-Kontrollen. n.i.: Nicht informativ. Hier 
konnte keine DNA und damit auch keine Methylierung detektiert werden. *: Eine Methylierung 
konnte nur in sehr geringem Umfang (≤1% ) nachgewiesen werden. TCC=Urothelkarzinom; 
SCC=Plattenepithelkarzinom; PCA=Prostatakarzinom, BCA= Blasenkarzinom,  BPH= benigne 
Prostatahyperplasie. 
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Tabelle 7: Methylierungsratio der untersuchten Gene. 
 Methylierungsratio 
 BCA [%] BPH [%] 
TIG1   
  Mittelwert 2,33 0,00 
  Median 0,00 0,00 
  Minimum 0,00 0,00 
  Maximum 24,14 0,00 
GSTP1   
  Mittelwert 1,82 0,05 
  Median 0,77 0,00 
  Minimum 0,00 0,00 
  Maximum 5,70 0,95 
PTGS2   
  Mittelwert 0,74 0,00 
  Median 0,00 0,00 
  Minimum 0,00 0,00 
  Maximum 5,70 0,00 
DAPK   
  Mittelwert 0,14 0,00 
  Median 0,00 0,00 
  Minimum 0,00 0,00 
  Maximum 5,85 0,00 
APC   
  Mittelwert 0,54 0,00 
  Median 0,29 0,00 
  Minimum 0,00 0,00 
  Maximum 3,10 0,00 
 
 
 2BErgebnisse - 47 - 
 
Abbildung 14: Methylierungsfrequenzen der untersuchten Genorte nach Subgruppen.  
TCC=Urothelkarzinom; SCC=Plattenepithelkarzinom; PCA=Prostatakarzinom, BCA= 
Blasenkarzinom, BPH= benigne Prostatahyperplasie. 
 
3.4 Diagnostische Aussagekraft 
3.4.1 ROC-Analysen von PTSG2, Reprimo und Apoptoseindex 
Im Rahmen der ROC-Analysen wurden die Cut-off-Werte mit der höchsten Sensitivität 
und Spezifität ermittelt, um anhand der vorliegenden Daten eine bessere Unterschei-
dung zwischen Blasenkarzinom- und BPH-Patienten zu ermöglichen.  
Im Falle der PTGS2-Fragmente lag der Cut-off bei einer Konzentration von 19,01 ng/ml.  
Mit Hilfe dieses Grenzwertes gelang eine hochsensitive (95,6%) Unterscheidung zwi-
schen Karzinom- und BPH-Patienten bei einer Spezifität von 62,2%.  
Der Cut-off-Wert für die Reprimo-DNA lag bei 7,09 ng/ml. Von diesem Wert ausgehend 
konnten nur sehr eingeschränkt Aussagen über die Dignität der betrachteten Probe ge-
macht werden. Hier lag die Sensitivität bei 59,1% und die Sensitivität bei 57,8%. 
Die höchste Spezifität in der Unterscheidung zwischen beiden Patientengruppen gelang 
mittels Betrachtung des Apoptoseindex. Sie betrug 69,8% bei einem Cut-off von 2,56. 
Die Sensitivität lag bei 86,4%, die AUC bei 0,785.  
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Anhand der vorliegenden Daten konnten Positive und Negative Prädiktive Werte (PPV 
und NPV) ermittelt werden. Diese beschreiben, wie viele der gesunden oder kranken 
Probanden durch den Test richtig zugeordnet wurden. Abbildung 15 und Tabelle 8 sol-
len einen Überblick über die Resultate der ROC-Analysen geben.  
 
 
Abbildung 15:  ROC-Analysen: Apoptoseindex, PTGS2- und Reprimo-Fragmente 
Sensitivität und Spezifität wurden gegeneinander aufgetragen. Je größer die Fläche unter der 
Kurve (AUC), desto höher ist die diagnostische Güte des Tests. 95%KI= 95% Konfidenzintervall. 
 
Tabelle 8: ROC-Analysen der DNA-Fragmente sowie des Apoptoseindex. 
 
Sensitivität
(%) 
 
Spezifität
(%) 
 
PPV
(%) 
 
NPV
(%) 
 
AUC  
 
 
95%KI 
 
 
124bp PTGS2- 
Fragmente 
(Cut-off: 19,01ng/ml)
 
95,6 62,2 70,7 96,6 0,836 0,753 - 0,918
271bp Reprimo- 
Fragmente 
(Cut-off: 7,09ng/ml) 
 
59,1 57,8 60,8 69,4 0,625 0,509 - 0,741
Apoptose - Index 
(Cut-off: 2,56) 
 
86,4 69,8 74,0 81,1 0,785 0,687 - 0,883
PPV= Positiver Vorhersagewert, NPV=Negativer Vorhersagewert, AUC= Fläche unter der Kurve,  
95%KI= 95% Konfidenzintervall. 
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3.4.2 ROC-Analysen der Methylierungslevel aller betrachteter Gene 
In einem weiteren Schritt wurden die Methylierungsmuster der CpG-Promotorregionen 
der sechs betrachteten frei zirkulierenden Gene auf ihre diagnostische Aussagekraft 
untersucht.  
Betrachtete man einen einzelnen Genlokus, so unterschied dieser mit einer Spezifität 
von 93,2 bis 100% spezifisch zwischen den beiden Probandengruppen. Allerdings er-
wies sich hier die Sensitivität als eher gering (2,4 bis 59,5%). Dabei erreichte die Fläche 
unter der Kurve Werte zwischen 0,512 und 0,798. 
Gesteigert werden konnte die diagnostische Wertigkeit, wenn mehrere der untersuchten 
Gene in Kombination untersucht wurden. Durch eine „oder“-Verknüpfung zweier oder 
dreier Gene konnte die Sensitivität auf 66,7 bis 80% gesteigert und ein gleichbleibend 
hohes Spezifitätsniveau (93 bis 100%, AUC=0,800 bis 0,844) erhalten werden. Bei 
kombinierter Untersuchung von mehr als drei Genen konnte die Aussagekraft nicht 
weiter gesteigert werden.  
Die genaueste Detektion von Tumorpatienten gelang durch eine „oder“-Verknüpfung von 
APC, GSTP1 oder TIG1. Hier lagen Sensitivität und Spezifität bei 80,0 bzw. 93,3%. Die 
Ergebnisse der ROC-Analysen werden in Abbildung 16 und Tabelle 9 zusammenge-
fasst.  
 
 
Abbildung 16: ROC-Analyse: Methylierungslevel für einige der untersuchten Gene. 
 AUC= Fläche unter der Kurve, 95’%KI= 95% Konfidenzintervall. 
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Tabelle 9: ROC-Analysen der Methylierungslevel aller betrachteter Gene 
 Spezifität Sensitivität PPV NPV AUC 95% KI 
APC 100 59,5 100 71,2 0,798 0,698-0,897
DAPK 100 2,4 100 48,8 0,512 0,385-0,638
GSTP1 93,2 59,1 89,7 69,5 0,777 0,676-0,877
PTGS2 100 24,4 100 56,5 0,622 0,506-0,739
TIG1 100 31,8 100 49,2 0,659 0,536-0,782
GSTP1 oder TIG1 93,3 66,7 90,9 73,7 0,800 0,704-0,895
GSTP1 oder APC 93,3 75,6 91,9 79,2 0,844 0,757-0,931
TIG1 oder APC 100 68,9 100 76,3 0,844 0,757-0,931
GSTP1, TIG1 oder APC 93,3 80,0 92,3 82,4 0,867 0,785-0,948
TIG1, GSP1, APC oder 
PTGS2 93,3 80,0 92,3 82,4 0,867 0,785-0,948
PPV= positiver Vorhersagewert, NPV= negativer Vorhersagewert, AUC= Fläche unter der Kurve,  
95%KI= 95% Konfidenzintervall. 
 
3.4.3 Korrelation der Menge frei zirkulierender DNA mit klinischen und patholo-
gischen Parametern 
Die in dieser Studie betrachteten klinischen und pathologischen Parameter sind Alter, 
Geschlecht, Gesamtüberleben, rezidivfreies Überleben, Grading, Staging, Resultat der 
Urinzytologie, Lymphangiosis, Hämangiosis, Multifokalität, Lymphknotenbefall, positiver 
Schnittrand und Stadium eines eventuell koexistenten Prostatakarzinomes (Tabelle 6). 
Bezüglich der nachgewiesenen Konzentrationen frei zirkulierender DNA-Fragmente und 
des Apoptoseindex konnte keine Korrelation mit den oben genannten Parametern nach-
gewiesen werden (p>0,05). Allerdings zeigte sich der Apoptoseindex signifikant negativ 
korreliert mit dem tumorspezifischen Überleben. Bei einem Cut-off von 12,1 für den 
Apoptoseindex konnte ein kürzeres postoperatives Langzeitüberleben für die Patienten 
mit einem höheren Apoptoseindex festgestellt werden Abbildung 17.  
 
 2BErgebnisse - 51 - 
 
 
Abbildung 17: BCA-spezifisches Überleben in Abhängigkeit vom Apoptoseindex.  
AI: Apoptoseindex. Grau: Langzeitüberleben bei AI<12,1, Schwarz: Langzeitüberleben bei 
AI>12,1. No at risk: Anzahl der noch lebenden Patienten einer Gruppe in Abhängigkeit von der 
Zeitspanne seit radikaler Zystektomie in Monaten. 
 
Zwischen der BCA-spezifischen Mortalität und den gemessenen Konzentrationen der 
PTGS2- und Reprimo-Fragmente bestand keine Korrelation. Dies ist aus 
 
Tabelle 10 ersichtlich, in der Odds ratio, 95%-Konfidenzintervalle (KI) und P-Werte für 
Apoptoseindex, PTGS2 und Reprimo angegeben sind. Das Odds Ratio drückt aus, um 
wie viel größer die Chance an dem BCA zu versterben ist, sofern hohe Konzentrationen 
freier DNA vorliegen. Ein Wert von 1 bedeutet ein gleiches Chancenverhältnis. Mit ei-
nem größeren Wert steigt das Risiko. 
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Tabelle 10: Cox Proportional Hazard-Modell:  DNA-Fragmente und Apoptoseindex. 
 Odds ratio 95%-Konfidenzintervall P-Wert 
Apoptoseindex 1,072 1,016-1,130 0,011 
PTGS2 1,000 0,994-1,007 0,972 
Reprimo 0,996 0,981-1,012 0,622 
 
3.4.4 Korrelation der Methylierungslevel mit klinischen und pathologischen 
Parametern 
An verschiedenen Stellen konnten Korrelationen von CpG-Insel-Hypermethylierungen 
der betrachteten Gene mit klinischen oder pathologischen Parametern detektiert wer-
den. 
So zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Methylierung von APC im Pro-
motorbereich und dem Vorhandensein positiver Schnittränder in der Aufarbeitung des 
Operationspräparates (p=0,003). Eine R1-Resektion stellt einen für das Langzeitüberle-
ben ungünstigen Faktor dar und zeigte sich ebenfalls oberhalb des Signifikanzniveaus 
korreliert, sofern APC- und TIG1-Hypermethylierung als „oder“-Verknüpfung betrachtet 
wurden (p=0,006). Außerdem ging eine Hypermethylierung an APC mit dem Vorliegen 
eines hohen pT-Stadiums einher (p=0,010), (Abbildung 18 A, B und E).  
Im Falle von GSTP1 korrelierte eine CpG-Insel-Hypermethylierung signifikant (p=0,012) 
mit der Inzidenz eines multifokalen Übergangszellkarzinoms (Abbildung 18 C). Die 
kombinierte Betrachtung von GSTP1- und TIG1- Hypermethylierung als „oder“-Ver-
knüpfung zeigte sich ebenfalls korreliert (p= 0,032) mit dem Vorliegen eines multifokalen 
Befundes, wie aus Abbildung 18 D hervorgeht.  
Es konnte kein Zusammenhang zwischen Hypermethylierung an DAPK, PTGS2 oder 
TIG1 und einem der betrachteten klinischen oder pathologischen Parametern nachge-
wiesen werden (p>0,05).  
Ausgehend von der Annahme, dass Plattenepithelkarzinome sich in ihren biologischen 
Eigenschaften grundlegend von den Übergangszellkarzinomen unterscheiden, wurden 
sie in diese Untersuchungen nicht mit eingeschlossen. 
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Abbildung 18: Korrelation Methylierung mit klinisch-pathologischen Parametern.  
MR=Methylierungsratio.   
 
Schließlich wurde untersucht, ob sich ausgehend von der Methylierung frei zirkulieren-
der DNA Aussagen bezüglich des tumorspezifischen Überlebens der Betroffenen ablei-
ten lassen können. Follow-up-Daten waren für 38 Patienten mit BCA (n=28) oder BCA 
mit koinzidentem PCA (n=10) verfügbar.  
Insgesamt kam es in 16 der beobachteten Fälle zu einem Tumorrezidiv, an dem 11 Pa-
tienten verstarben. Der Beobachtungszeitraum nach Abschluss der stationären Be-
handlung betrug im Durchschnitt bei den Patienten ohne Rezidiv 32 (Median: 15) Mo-
nate, bei den Patienten, die ein Rezidiv erlitten 15 (Median: 7) Monate und bei den Pati-
enten, die an dem Rezidiv verstarben 27 (Median: 16) Monate. 
Im Chi-Quadrat-Test konnte für die Fälle mit letalem Ausgang eine signifikant häufigere 
Hypermethylierung von CpG-Inseln im Promotorbereich von APC nachgewiesen werden 
als in den anderen Fällen (p=0.030). Darüber hinaus war die Methylierungsratio von 
APC mit einem kürzeren tumorspezifischen Langzeitüberleben korreliert (p=0,040; Odds 
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ratio: 6,9x1033; 95% Konfidenzintervall: 41-1,1x1066). Das rezidivfreie Überleben zeigte 
sich unterhalb des Signifikanzniveaus (p=0,175) verkürzt, sofern eine Hyper-
methylierung von APC oder GSTP1 vorlag (Abbildung 19). 
 
 
Abbildung 19: Einfluss der Hypermethylierung von APC/GSTP1 auf das Überleben.  
Im Falle einer Hypermethylierung von „APC oder GSTP1“ zeigt sich ein kürzeres Rezidivfreies 
Überleben als bei Nichtmethylierung der beiden Promotorregionen. Allerdings erreicht dieses Re-
sultat nicht das Signifikanzniveau. Es besteht jedoch eine signifikante Korrelation zwischen der 
Hypermethylierung an APC und dem BCA-spezifischen Überleben. No at risk: Anzahl der noch 
lebenden Patienten einer Gruppe in Abhängigkeit von der Zeitspanne seit radikaler Zystektomie in 
Monaten. 
 
Von den übrigen untersuchten klinisch-pathologischen Parametern zeigte sich lediglich 
das Vorhandensein einer Hämangiosis carcinomatosa korreliert mit einem verkürzten 
Tumor-spezifischen Überleben (p=0,036), hier betrug die Odds ratio 0,242 und das 95% 
Konfidenzintervall 0,064 bis 0,911 (Abbildung 20).  
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Abbildung 20: Bedeutung einer Hämangiosis carcinomatosa  
No at risk: Anzahl der noch lebenden Patienten einer Gruppe in Abhängigkeit von der Zeitspanne 
seit radikaler Zystektomie in Monaten.  
Grau: BCA-spezifisches Langzeitüberleben bei Vorliegen einer Hämangiose.  
Schwarz: BCA-spezifisches Langzeitüberleben ohne Vorliegen einer Hämangiose.     
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4 Diskussion 
Das Vorkommen frei zirkulierender DNA in Serum/Plasma von Tumorpatienten wurde in 
verschiedenen Studien bereits nachgewiesen (Jiang et al., 2006; Silva et al., 2002; 
Umetani et al., 2006a; Wu et al., 2002). Zielsetzung dieser Studien war es, aus der Kon-
zentration und epigenetischen Eigenschaften der frei zirkulierenden DNA Rückschlüsse 
über das Vorhandensein oder den Ausbreitungsgrad eines malignen Tumors ziehen zu 
können. Darüber hinaus wurde versucht, aus den gewonnenen Daten auf Korrelationen 
mit klinischen oder pathologischen Daten zu schließen. Von besonderem Interesse ist 
dieser Ansatz bei Tumorerkrankungen, für die sich noch kein im Blut detektierbarer Tu-
mormarker hat etablieren können und deren Diagnose mit der Durchführung invasiver 
und aufwändiger Untersuchungen verbunden ist. Auch das Blasenkarzinom gehört zu 
diesen Tumoren. Allerdings hat eine systematische Quantifizierung von freier DNA in 
Serum oder Plasma von Blasentumorpatienten noch nicht stattgefunden.  
Die CpG-Insel-Promotor-Hypermethylierung ist eine häufige epigenetische Veränderung 
der DNA von Tumorpatienten und konnte sowohl in Tumorgewebe als auch in Urin und 
Plasma/Serum von Blasenkarzinompatienten nachgewiesen werden (Dulaimi et al., 
2004; Hoque et al., 2006; Maruyama et al., 2001). Der Nachweis tumorspezifischer DNA 
im Urin bedeutet nicht notwendigerweise das Vorhandensein eines Urothelkarzinoms, 
da diese ebenfalls im Urin von Nieren-, Prostata- und Pankreaskarzinompatienten 
nachgewiesen wurde (Botezatu et al., 2000; Hoque et al., 2006).  
Ziel der Arbeit ist es, anhand Mengen, Fragmentgrößen und Hypermethylierung freier, 
aus Serum gewonnener DNA Aussagen bezüglich des Tumortyps, seiner Ausbreitung 
oder Prognose zu treffen. 
In der vorliegenden Studie wurde erstmals eine Kombination mehrerer Genorte im Se-
rum von Blasenkarzinompatienten auf Promotorhypermethylierung untersucht. Es han-
delt sich hierbei um APC, DAPK, GSTP1, PTGS2, TIG1 und Reprimo.  
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4.1 Freie DNA im Serum  
Mit Hilfe gelelektrophoretischer Untersuchungen konnte bereits nachgewiesen werden, 
dass frei im Serum/Plasma zirkulierende DNA-Fragmente apoptotischen und nekroti-
schen Ursprungs anhand ihrer Größe voneinander abgrenzbar sind. Während kurze 
Fragmente apoptotischen Prozessen entstammen, haben längere Fragmente ihren Ur-
sprung in Nekrosen (Jahr et al., 2001). Es ist allerdings noch nicht bekannt, aus welchen 
Zellen die freie DNA freigesetzt wird.  
Stellvertretend für ein kurzes und ein langes DNA-Fragment wurden in dieser Studie 
PTGS2 und Reprimo im Serum von Blasenkarzinompatienten untersucht. Es konnte für 
PTGS2 eine siebenfache, für Reprimo eine dreifache Erhöhung der Konzentrationen im 
Serum von Tumorpatienten gegenüber gesunden Probanden nachgewiesen werden. 
Dies ist die erste Studie in der gezeigt wurde, dass die Konzentration freier DNA im Se-
rum von Blasenkarzinom-Patienten erhöht ist. Andere Untersuchungen an Patienten mit 
Prostata- (Chun et al., 2006; Ellinger et al., 2007), Kolon- (Umetani et al., 2006c), 
Mamma- (Umetani et al., 2006c; Umetani et al., 2006a), Ovarial- (Chang et al., 2002) 
und Lungenkarzinomen (Gautschi et al., 2004) zeigten ebenfalls eine Erhöhung der 
freien DNA im Blut. Patienten mit unterschiedlichen nicht-malignen Erkrankungen (HIV, 
Autoimmunerkrankungen, inflammatorische Erkrankungen) haben niedrigere DNA-Kon-
zentrationen (Chang et al., 2002), ebenso wie gesunde Individuen (Wu et al., 2002). Aus 
diesen Ergebnissen kann man schließen, dass der Nachweis erhöhter Mengen freier 
DNA als universeller Tumormarker geeignet ist.  
In dieser Studie wurde gezeigt, dass der Anstieg der PTGS2-Konzentration und damit 
kleinfragmentärer DNA im Serum von Tumorpatienten größer ist als der von großfrag-
mentärer DNA. Daher kann von einem vorwiegend apoptotischen Ursprung der frei zir-
kulierenden DNA ausgegangen werden. Nur kleinere Mengen zellfreier DNA stammen 
aus nekrotischen Zelluntergängen. Um diese Herkunft zu verdeutlichen wurde der 
Apoptoseindex definiert. Dieser bezeichnet das Verhältnis kleinfragmentärer (PTGS2) 
zu großfragmentärer (Reprimo) DNA. Der Apoptoseindex war bei Patienten mit Blasen-
karzinom signifikant erhöht gegenüber BPH-Patienten. 
Interessanterweise war der Apoptoseindex bei Patienten mit inzidentellem Prostatakar-
zinomen signifikant höher als bei Patienten, die nur an einem Blasenkarzinom litten. Da-
hingegen wiesen andere Studien an Patienten mit HNO-Tumoren (Jiang et al., 2006), 
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Mamma-  (Umetani et al., 2006a), Kolon- (Umetani et al., 2006c) und Ovarialkarzinomen 
(Wang et al., 2003) vermehrt großfragmentäre DNA in Serum oder Plasma nach. Dieser 
scheinbare Widerspruch kann als Hinweis dafür gewertet werden, dass die der DNA-
Freisetzung zugrunde liegenden Pathomechanismen sich in verschiedenen Tumorenti-
täten unterscheiden können.  
4.2 Promotorhypermethylierung 
Die Hypermethylierung von CpG-Inseln freier DNA im Promotorbereich ist eine epigene-
tische Veränderung, der ein hohes Potential als Biomarker für verschiedene Karzinome 
zugesprochen wird. Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass diese Verände-
rungen nahezu ausschließlich einer malignen Grunderkrankung zuzuordnen sind (Catto 
et al., 2005; Dulaimi et al., 2004; Esteller et al., 2001; Friedrich et al., 2004; Maruyama 
et al., 2001). In verschiedenen Studien wurden bereits simultan die Methylierungsprofile 
mehrerer aus Tumorgewebsproben isolierter Gene für das Blasenkarzinom untersucht. 
Ferner wurde Hypermethylierung einzelner Genorte mit Hilfe der Untersuchung von 
Urin, Plasma oder Serum von Tumorpatienten detektiert.  
Mit dieser Studie liegen erstmalig Daten über die Hypermethylierung mehrerer Gene 
vor, die aus Serum von Blasentumorpatienten und somit durch eine einfache und wenig 
invasive Blutentnahme gewonnen wurden. Die simultane Untersuchung mehrerer Gene 
führt zu einer Steigerung der Sensitivität des Verfahrens.  
4.2.1 Methylierungsfrequenzen APC 
Das APC (Adenomatosis Polyposis Coli)- Gen spielt eine wesentliche Rolle in der Ent-
stehung von familiärem Darmkrebs und wurde daher in Kolonkarzinomen häufig unter-
sucht (Esteller et al., 2001; Nagase und Nakamura, 1993).  
Doch auch bei anderen Tumorentitäten konnte eine Promotorhypermethylierung von 
APC nachgewiesen werden. So zum Beispiel beim Endometriumkarzinom, (Banno et 
al., 2006), Mammakarzinom (Zhang et al., 2007) und beim Prostatakarzinom (Bastian et 
al., 2005a). Studien haben für das Blasenkarzinom eine Hypermethylierungsraten von 
APC zwischen 26,0 (Gutierrez et al., 2004) und 73,0% (Hoque et al., 2006) festgestellt. 
Gewonnen wurde die DNA jedoch aus Gewebeproben der bereits resezierten Tumoren 
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oder Urin. In dieser Studie fand sich eine CpG-Insel-Hypermethylierung für APC in 
59,5% der Blasenkarzinom-Patienten.  
4.2.2 Methylierungsfrequenzen DAPK 
Die DAP-Kinase ist ein Vermittler des Interferon-Gamma- induzierten programmierten 
Zelltodes. In Tierversuchen mit Bronchialkarzinomen zeigte sich, dass besonders ag-
gressive Varianten des Tumors kein DAPK exprimierten. Eine Anhebung der DAPK-Le-
vel auf ein physiologisches Niveau verzögerte die Metastasierung und den lokalen Tu-
morprogress. Darüber hinaus stieg die Apoptosehäufigkeit mit verminderter DAPK-Ex-
pression (Inbal et al., 1997). 
Die DAP-Kinase ist ein Tumorsuppressorgen, dessen epigenetische Veränderungen bei 
verschiedenen Tumorerkrankungen bereits untersucht wurden (Fischer et al., 2006; 
Kuester et al., 2007). 
In dieser Studie zeigte sich nur bei einem Patienten (2,4%) eine Hypermethylierung an 
DAPK. Hierbei handelte es sich um ein Plattenepithelkarzinom. In anderen Studien fan-
den sich uneinheitliche Methylierungsraten zwischen 4,0 (Maruyama et al., 2001) und 
70,5% (Christoph et al., 2007). Die Daten deuten darauf hin, dass die Hyper-
methylierung von DAPK eine untergeordnete Rolle in der Karzinogenese das Blasen-
karzinoms spielt. 
4.2.3 Methylierungsfrequenzen GSTP1 
GSTP1 gehört zu einer Gruppe von Enzymen, deren Aufgabe in der Katalysierung von 
Konjugationsprozessen besteht, mit deren Hilfe hydrophobe karzinogene Substanzen 
abgebaut werden.  
Für das GSTP1- Molekül besteht ein hoher Polymorphismus. Es konnte nachgewiesen 
werden, dass das Vorkommen bestimmter Subtypen des Enzyms mit einer geringeren 
Aktivität und damit mit einem höheren Tumorrisiko einhergeht (Cao et al., 2005; Ryk et 
al., 2005; Srivastava et al., 2005). In vorangegangenen Studien wurde die Hyper-
methylierung von GSTP1 nur in Tumorgewebe und Urin von Patienten mit Blasenkarzi-
nom untersucht. Hier zeigten sich eine Methylierung in zwischen 0 und 47% der Fälle. In 
dieser Studie konnte eine Hypermethylierung in 59,1% der Patienten nachgewiesen 
werden. Mehrere Umstände können zur Erklärung dieser hohen Methylierungsrate he-
rangezogen werden: 
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1. In dieser Studie wurde erstmalig Patientenserum auf seine Methylierung hin 
untersucht. Es gibt also keinerlei Vergleichsmöglichkeiten mit bereits 
veröffentlichten Untersuchungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen. 
2.  Das in die Studie eingeschlossene Patientenkollektiv litt an einer bereits 
fortgeschrittenen Blasentumorerkrankung, die nur mittels radikaler Zystektomie 
therapiert werden konnte. Andere Untersuchungen schlossen auch Patienten mit 
weniger ausgedehnten Befunden mit ein. 
Allerdings zeigte sich auch bei den BPH-Patienten in einigen Fällen eine CpG-Insel- 
Promotorhypermethylierung. Es gibt hierfür zwei Erklärungsmöglichkeiten:  
Es kann sich bei diesen Fällen um ein inzidentelles Prostatakarzinom gehandelt haben, 
welches im Rahmen der TUR-P nicht reseziert wurde, denn die Hypermethylierung von 
GSTP1 ist auch beim PCA in mehreren Fällen bereits erfolgreich nachgewiesen worden 
(Bastian et al., 2005b; Yegnasubramanian et al., 2004).  
Darüber hinaus ist eine CpG-Insel-Hypermethylierung auch bei Patienten mit benigner 
Prostatahyperplasie nachgewiesen worden (Enokida et al., 2005).  
4.2.4 Methylierungsfrequenzen TIG1 
TIG1 kodiert für einen Retinolsäurerezeptor, dessen Expression über das polyzyklische 
Retinoid Tazaroten reguliert wird. Retinoide regulieren das Wachstum, die Differenzie-
rung und die Apoptose von Zellen während der Embryonalentwicklung, aber auch von 
prämalignen und malignen Zellen im Rahmen der Karzinogenese.  
Die Bedeutung von TIG1 als Tumorsuppressorgen wurde in mehreren Studien für ver-
schiedene Tumorentitäten untersucht. Hierzu gehören das Prostatakarzinom, das Ko-
lonkarzinom, Brust-, Lungen- und Hautkrebs sowie Tumoren des hämatopoetischen 
Systems (Tokumaru et al., 2004; Youssef et al., 2004). Für das Blasenkarzinom konnte 
bisher keine Promotor-Hypermethylierung an TIG1 detektiert werden (Tokumaru et al., 
2003). In der hier vorliegenden Studie zeigte sich eine signifikante Hypermethylierung 
von TIG1 in 31,8% der Fälle. Die Daten implizieren, dass auch dieses Methylierungs-
verhalten von diagnostischer Bedeutung für das Blasenkarzinom sein kann.  
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4.2.5 Methylierungsfrequenzen PTGS2 
PGTS2 ist auch bekannt unter dem Namen COX2 und stellt das Schlüsselenzym in der 
Biosynthese der Prostaglandine dar. Diese wiederum spielen eine wichtige Rolle im 
Rahmen von entzündlichen Geschehen im menschlichen Körper.  
In dieser Studie konnte in 24,4% eine Hypermethylierung von PTGS2 im Promotorbe-
reich nachgewiesen werden. Die einzigen zum Vergleich vorliegenden Daten stammen 
von (Friedrich et al., 2005), der mittels Untersuchungen an Tumorgewebe von 
Blasenkarzinom-Patienten ein Methylierung von PTGS2 in 75,5% der Fälle detektieren 
konnte. Allerdings wurden in diese Studie lediglich Patienten mit einem nichtinvasiven 
Blasenkarzinom eingeschlossen. 
Weitere Tumorgruppen, in denen die Hypermethylierung von PTGS2 bereits mit Erfolg 
nachgewiesen wurde sind Magenkarzinom (Yu et al., 2003), hepatozelluläres Karzinom 
(Murata et al., 2004), Mammakarzinom (Singh-Ranger et al., 2007) und Prostatakarzi-
nom (Bastian et al., 2007). 
4.2.6 Methylierungsfrequenzen Reprimo 
Reprimo ist ein Bestandteil des p53- Signalweges, der nach einer Zellschädigung so-
wohl den Zellzyklus als auch Apoptose und DNA-Reparatur reguliert.  
In verschiedenen Tumorzelllinien konnte eine Hypermethylierung des Gens im Promo-
torbereich ermittelt werden (Takahashi et al., 2005). Für Blasenkarzinomzelllinien zeigte 
sich eine Hypermethylierung in 19% der Fälle. Des weiteren wurde Reprimo eine Rolle 
in der Karzinogenese des Ösophaguskarzinoms zugeschrieben (Hamilton et al., 2006).  
Im Rahmen dieser Studie konnte allerdings keine Hypermethylierung von Reprimo 
nachgewiesen werden, was auf eine geringe Bedeutung in der Pathogenese des Bla-
senkarzinoms schließen lässt.  
4.3 Ursprung der freien DNA 
Bei den meisten BCA-Patienten (80%) konnte hypermethylierte DNA nachgewiesen 
werden. Jedoch ist der Anteil der tumorspezifischen DNA an der freien DNA im Serum 
nur sehr gering: weniger als 5% der freien DNA stammt von Tumorzellen ab. Daraus ist 
zu schließen, dass der Tumor indirekt zu einer Erhöhung der freien DNA bei BCA-Pa-
tienten führt. 
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Im Mausmodell konnte ein Anstieg der zellfreien DNA sowohl durch Fas-Ligand (Apop-
tose) als auch durch Acetaminophen (Nekrose) induziert werden. Je nach Art des Zell-
todes wurde ein Anstieg von kleinfragmentärer (Apoptose, <200bp) bzw. hochmolekula-
rer (Nekrose, >400bp) festgestellt (Jahr et al., 2001). Die Beobachtung, dass BCA-Zel-
len Fas-Ligand exprimieren (Lee et al., 1999) und die Konzentration von Fas-Ligand im 
Serum von BCA-Patienten erhöht sind (Mizutani et al., 2001), lassen auf eine Rolle 
proapoptotischer Zytokine für die Erhöhung der zellfreien DNA schließen. Die Zytokine 
könnten auf diese Weise apoptotische Zellreaktionen in tumorfernen, nicht befallenen 
Arealen auslösen (Abbildung 21). Dies erklärt, dass nur ein geringer Anteil der detek-
tierten freien DNA methyliert war. Bei einigen BCA-Patienten war auch der Anteil 
großfragmentärer DNA erhöht. In schnell wachsenden Karzinomen werden oftmals aus-
gedehnte Nekroseareale beobachtet, die ursächlich für den Anstieg der großen DNA-
Fragmente sein könnten. 
Anstieg der zellfreien
DNA im Serum
Erhöhte Serumkonzentration
von Fas-Ligand
Apoptose von 
gesunden Zellen
BCA: Expression/Sekretion von 
pro-apoptotischen Zytokinen
z.B. Fas-Ligand
 
Abbildung 21: Hypothese zur Entstehung freier DNA im Serum 
 
In anderen Tumorentitäten wie Mamma- (Umetani et al., 2006a), HNO-Tumoren (Jiang 
et al., 2006), Kolon- (Umetani et al., 2006c) und Ovarialkarzinomen (Wang et al., 2003) 
konnten, im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen, vermehrt hochmolekulare 
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freie DNA-Fragmente im Blut der Patienten nachgewiesen werden. Dies deutet darauf 
hin, dass unterschiedliche Pathomechanismen in den einzelnen Tumorentitäten zu der 
Erhöhung der zellfreien DNA in der Zirkulation führen. 
4.4 Diagnostische Information 
4.4.1 Dignität der betrachteten Probe 
Mit Hilfe von ROC-Analysen wurden die Cut-off-Werte mit der höchsten Sensitivität und 
Spezifität ermittelt, um anhand der vorliegenden Daten eine bessere Unterscheidung 
zwischen Blasenkarzinom- und BPH-Patienten zu ermöglichen.  
Mittels der PTGS2-Fragmentkonzentrationen konnte eine sehr sensitive (95,6%) Unter-
scheidung zwischen Karzinom- und BPH-Patienten erzielt werden. Die Spezifität betrug 
hier 62,2%. 
Anhand der Konzentration der Reprimo-Fragmente konnten nur sehr eingeschränkt 
Aussagen bezüglich der Dignität der betrachteten Probe gemacht werden. Hier lag die 
Sensitivität bei 59,1% und die Sensitivität bei 57,8%. 
Die höchste Spezifität (69,8%) in der Unterscheidung zwischen beiden Patientengrup-
pen gelang mittels Betrachtung des Apoptoseindex. Die Sensitivität lag bei 86,4%, die 
AUC bei 0,785.  
4.4.2 CpG-Insel-Hypermethylierung der betrachteten Gene 
CpG-Insel-Hypermethylierung im Promotorbereich konnte insbesondere bei APC, 
GSTP1, PTGS2 und TIG1 beobachtet werden. Hier waren zwischen 24 und 60% der 
detektierten DNA hypermethyliert. DAPK war in nur 2% methyliert und Reprimo zeigte in 
keiner der betrachteten Proben eine Hypermethylierung. In Betrachtung nur eines ein-
zelnen Genlokus mit Hilfe der ROC-Analysen wurde mit jeweils hoher Spezifität zwi-
schen den Probandengruppen unterschieden (93,2 bis 100%), jedoch war die Sensitivi-
tät nur gering (2,4 bis 59,5%). Die diagnostische Genauigkeit konnte jedoch durch kom-
binierte Untersuchung mehrer Gene gesteigert werden. Durch eine „oder“-Verknüpfung 
zweier oder dreier Gene konnte die Sensitivität auf 66,7 bis 75,6% gesteigert werden bei 
gleichzeitig hoher Spezifität (93 bis 100%). Am zuverlässigsten konnte die Dignität der 
betrachteten Probe durch eine „oder“-Verknüpfung von APC, GSTP1 oder TIG1 ermittelt 
werden. Hier lagen Sensitivität und Spezifität bei 80,0 bzw. 93,3%.  
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In Gewebeproben 15 verschiedener Tumorentitäten (u.a. Lunge, Mamma, Kolon, Blase, 
Niere, Leber) konnte gezeigt werden, dass ein Methylierungsprofil die molekularbiologi-
sche Diagnose der zugrunde liegenden Tumorentität ermöglichte (Esteller et al., 2001). 
In dieser Studie konnten keine signifikanten Unterschiede im Methylierungsprofil von 
Patienten mit BCA und solchen mit zusätzlich koinzidentem PCA festgestellt werden. 
Allerdings handelte es sich bei diesen PCA um klinisch nicht-relevante Karzinome, die 
vermutlich nicht zur Abgabe von Tumor DNA ins Blut neigen. So wurde bislang in keiner 
Studie der Nachweis von Tumor DNA im Serum/Plasma von Patienten mit inzidentellen 
PCA beschrieben. 
4.4.3 Vergleich mit anderen diagnostischen Verfahren 
Zusätzlich wurden die Ergebnisse der ROC-Analysen mit bereits vorliegenden Daten 
zum ebenfalls postulierten Marker NMP22 und dem bereits etablierten diagnostischen 
Verfahren der Urinzytologie verglichen. Zum Vergleich wurden die Daten einer Meta-
analyse von (Glas et al., 2003) herangezogen, da für die untersuchten Patienten keine 
ausreichenden Daten zu Zytologie oder NMP22 vorlagen. Der Apoptoseindex zeigt im 
Vergleich mit beiden Verfahren zwar eine geringere Spezifität, übertrifft sie jedoch deut-
lich an Sensitivität.  
Die kombinierte Betrachtung der Methylierungsprofile von APC, GSTP1 und TIG1 stellte 
sich in dieser Studie als potentes Unterscheidungskriterium zwischen gesunden und 
erkrankten Probanden heraus. Die Untersuchung übertraf an Sensitivität sowohl die 
Urinzytologie als auch die Bestimmung von NMP22. Die Spezifität war vergleichbar mit 
derjenigen der Urinzytologie und um 15% höher als die der NMP22-Bestimmung.  
 
Diagnostischer Test Sensitivität (%) Spezifität (%) 
Zytologie 55 94 
Nukleäres Matrixprotein 22 (NMP 22) 67 78 
Apoptoseindex 86,4 69,8 
Hypermethylierung APC, GSTP1 oder TIG1 80 93,3 
Tabelle 11: Vergleich verschiedener Tests auf das Vorliegen eines Urothelkarzinoms.  
Quelle Daten Zytologie und NMP22: (Glas et al., 2003)  
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Bei den in dieser Studie untersuchten Tumorpatienten waren zuvor in 16 Fällen urin-
zytologische Untersuchungen durchgeführt worden, in nur 4 Fällen (25%) konnten Tu-
morzellen nachgewiesen werden. Auch diese Daten unterstützen die Annahme einer nur 
eingeschränkten Sensitivität der Urinzytologie.  
In der Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse kann also davon ausgegangen 
werden, dass die Quantifizierung der zellfreien DNA und ihrer aberranten Me-
thylierungsmuster zur Diagnostik des invasiven Blasenkarzinoms geeignet ist. In der 
Zukunft sind weitere Studien notwendig, die das Potential der freien DNA beim ober-
flächlichen Harnblasenkarzinom überprüfen. 
4.5 Prognostische Information 
4.5.1 Tumorspezifisches Überleben 
Bezüglich der nachgewiesenen Konzentrationen frei zirkulierender DNA-Fragmente und  
des Apoptoseindex konnte keine Korrelation mit den betrachteten klinischen Parametern 
nachgewiesen werden. Allerdings korrelierte der Apoptoseindex signifikant mit dem tu-
morspezifischen Überleben. Bei einem Cut-off von 12,1 für den Apoptoseindex konnte 
ein kürzeres BCA-spezifisches Langzeitüberleben für die Patienten mit einem höheren 
Apoptoseindex festgestellt werden. Die Konzentrationen frei zirkulierender DNA-Frag-
mente korrelierten nicht mit der tumorspezifischen Mortalität.  
4.5.2 Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern 
In dieser Studie gelang erstmals der Nachweis, dass die Hypermethylierung von einzel-
nen (GSTP1, APC) oder mehreren in Kombination betrachteten Genorte („GSTP1 oder 
TIG1“, „APC oder TIG1“) oberhalb des Signifikanzniveaus mit klinisch-pathologischen 
Parametern wie pT-Stadium, Multifokalität oder dem Vorhandensein positiver Schnitt-
ränder korrelierten.  
Darüber hinaus zeigte sich die Hypermethylierung von APC negativ korreliert mit dem 
tumorspezifischen Überleben.  
Für das Blasentumorleiden haben sich in Abhängigkeit vom Stadium der Erkrankung 
unterschiedliche Therapien etabliert. Eine möglichst frühe und einfach zu ermittelnde 
Kenntnis über den Ausbreitungsgrad des Tumors könnte noch vor Therapiebeginn die 
Langzeitprognose der Patienten entscheidend verbessern. Die hier vorliegenden Daten 
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zeigen, dass die Methylierungsraten frei im Serum zirkulierender DNA von Tumor-
suppressorgenen eine prognostische Bedeutung haben könnten. Daraus folgt, dass die 
auf diese Weise gewonnenen Daten noch vor einer operativen Maßnahme zur Planung 
einer stadienspezifischen und multimodalen Therapie des Blasenkarzinoms 
herangezogen werden können.  
4.6 Perspektiven 
Durch Screeninguntersuchungen und Monitoring des klinischen Verlaufs können Diag-
nose und Therapie maligner Erkrankungen vereinfacht und günstig beeinflusst werden. 
Hierbei spielen organ- und tumorspezifische Marker eine wichtige Rolle. Ein optimaler 
Marker sollte in leicht zu gewinnen Körpersekreten (Urin, Blut) kostengünstig und mit 
hoher Spezifität und Sensitivität nachweisbar sein. Die mit dieser Studie vorliegenden 
Daten deuten darauf hin, dass die Hypermethylierung und die Fragmentgröße von frei 
zirkulierender DNA im Serum von BCA-Patienten potentielle Marker darstellen, die die-
sen Anforderungen gerecht werden könnten. 
Bisher wurde für das Blasenkarzinom die Hypermethylierung allerdings fast ausschließ-
lich in Tumorgewebe oder Zelllinien untersucht. Es liegen also zur Zeit keine vergleich-
baren Daten vor. Weitere Untersuchungen an einer größeren Anzahl an Patienten und 
unter Einschluss auch oberflächlicher Tumorstadien wären notwendig, um die Eignung 
freier DNA im Serum als Tumormarker zu prüfen. 
Ein Nachteil der zellfreien DNA als Tumormarker ist die universelle Erhöhung in ver-
schiedenen Tumorentitäten. Zur spezifischeren Diagnose der Karzinomentität könnte 
der Nachweis spezifischer Methylierungsmuster von ausgewählten Tumorsuppressor-
genen im Blut sein. Methylierungsprofile der zellfreien DNA könnten dann nicht nur die 
Existenz eines malignen Tumorleidens andeuten, sondern auch auf das Ursprungsorgan 
und ggf. das Tumorstadium schließen lassen.  
Eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse könnte darüber hinaus durch eine Stan-
dardisierung und Automatisierung der Arbeitsmethoden erreicht werden. 
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5 Zusammenfassung 
In dieser Studie wurden die Fragmentgrößen und die Methylierung frei zirkulierender 
DNA-Fragmente im Serum von Patienten mit Blasenkarzinom untersucht und ihre Eig-
nung als diagnostischer und prognostischer Marker überprüft. Hierzu wurde die freie 
DNA aus dem Serum von 45 BCA-Patienten isoliert, die sich aufgrund eines invasiven 
BCA einer radikalen Zystektomie unterzogen. Als Kontrollgruppe dienten 45 BPH-
Patienten. 
In früheren Studien wurde gezeigt, dass eine Unterscheidung zwischen Karzinompatien-
ten und Gesunden über Fragmentierungsmuster möglich ist, die zudem einen Rück-
schluss auf den die Genese erlauben (Nekrose >200bp, Apoptose <200bp). Daher wur-
den die frei zirkulierende Mengen von PTGS2 (124bp Fragment) und Reprimo (271bp 
Fragment) mittels quantitativer RT-PCR untersucht. PTGS2- (p<0,001), Reprimo-
Fragmente (p=0,041) und der Apoptoseindex (PTGS2/Reprimo, p<0,001) zeigten sich 
bei BCA-Patienten signifikant erhöht. Die Konzentration der PTGS2-Fragmente erlaubte 
die sensitive (96%) Unterscheidung zwischen BCA- und BPH-Patienten (Spezifität 
62%). Der Apoptoseindex unterschied weniger sensitiv (81%), aber mit einer höheren 
Spezifität (71%) zwischen den Patientengruppen. Darüber hinaus korrelierte ein hoher 
Apoptoseindex signifikant mit einem kürzeren BCA-spezifischen Überleben.  
Mittels methylierungssensitiver PCR wurde tumorspezifische DNA im Serum detektiert: 
CpG-Insel-Hypermethylierung konnte am APC (59%), GSTP1 (59%), TIG1 (32%), 
PTGS2 (24%) und DAPK (2%) Promotor nachgewiesen werden; in der Kontrollgruppe 
zeigte sich in drei Fällen eine Hypermethylierung des GSTP1 Promotors. Die kombi-
nierte Untersuchung von „APC, GSTP1 oder TIG1“ unterschied hochspezifisch (93%) 
und sensitiv (80%) zwischen beiden Patientengruppen. Zusätzlich konnte eine signifi-
kante Korrelation von Hypermethylierung und ungünstigen klinisch-pathologischen Pa-
rametern festgestellt werden (APC: pT-Stadium; GSTP1, „GSPT1 oder TIG1“: multifo-
kales Wachstum; APC, „APC oder TIG1“: R1-Resektion). Das tumorspezifische Überle-
ben zeigte sich signifikant verkürzt bei erhöhter APC-Hypermethylierung.  
Obwohl es zu einer Erhöhung der zellfreien DNA bei BCA-Patienten kommt, ist dieser 
Anstieg nicht durch Tumor-DNA verursacht. Es ist zu vermuten, das der Tumor zum 
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Zelltod gesunder Nachbarzellen führt, wobei die Fragmentierungsmuster auf eine 
apoptotische Genese hindeuten.  
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